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甲硫氨酸限制对肺腺癌细胞增殖及磷酸戊糖途径的影响
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[摘  要]  目的：探讨甲硫氨酸限制对肺腺癌（LUAD）细胞增殖、凋亡及磷酸戊糖途径的影响。方法：将H1299、A549细胞分

为Met+组和Met−组，分别用含100 μmol/L或不含甲硫氨酸的培养基连续培养4 d，采用细胞计数法评估甲硫氨酸处理对H1299

和A549细胞增殖的影响，PI染色法检测细胞周期分布，Annexin Ⅴ-PE/7AAD标记细胞凋亡，利用DCFH-DA探针检测细胞内

ROS水平，WST-8法和DTNB法分别测定细胞内NADPH与GSH含量；通过癌症基因组图谱（TCGA）数据库分析葡萄糖-6-磷酸

脱氢酶（G6PD）和6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶（6PGD）表达与甲硫氨酸代谢通路的关系；采用WB法检测甲硫氨酸处理及回补甲硫氨

酸下游代谢产物S-腺苷甲硫氨酸（SAM）对LUAD细胞中磷酸戊糖途径关键酶G6PD和6PGD表达的影响。结果：甲硫氨酸限制

显著抑制H1299和A549细胞增殖（均P < 0.01），将细胞周期阻滞于 G2/M 期（均 P < 0.05），显著升高细胞内总ROS水平（均

P < 0.001）并促进细胞凋亡（均P < 0.001）；同时，甲硫氨酸限制显著降低了细胞内NADPH和GSH水平（均P < 0.01），抑制DNA

合成（均P < 0.01）。分析TCAG数据发现，G6PD和6PGD表达水平与甲硫氨酸代谢通路呈正相关（均P < 0.001），甲硫氨酸限制

下调G6PD和 6PGD 蛋白表达（均 P < 0.01），而回补 SAM 可部分逆转甲硫氨酸限制对 G6PD 和 6PGD 的表达的抑制（均

P < 0.01），提示甲硫氨酸通过SAM合成调控磷酸戊糖途径。结论：甲硫氨酸限制通过抑制磷酸戊糖途径抑制LUAD细胞增殖，

为甲硫氨酸限制疗法治疗LUAD提供实验依据。
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Effects of methionine restriction on the proliferation and the pentose phosphate 
pathway of lung adenocarcinoma cells 

LI Yuyu, LI Shiri, LI Zhiying, ZHAO Zhenggang, LI Fanghong, ZHAO Zijian, ZHOU Sujin (The School of Biomedical and 

Pharmaceutical Sciences, Guangdong University of Technology, Guangzhou 510006, Guangdong, China)

[Abstract] Objective: To investigate the impact of methionine restriction on the proliferation and apoptosis of lung adenocarcinoma 

(LUAD) cells, and the pentose phosphate pathway. Methods: LUAD cells H1299 and A549 were assigned to the Met+ (100 μmol/L 

methionine) and Met− (0 μmol/L methionine) groups and cultured continuously for 4 d. Cell counting was used to evaluate the effects 

of methionine treatment on the proliferation of H1299 and A549 cells. Cell-cycle distribution was detected by PI staining; Cell 

apoptosis by Annexin Ⅴ -PE/7AAD labeling; intracellular ROS level by DCFH-DA probe; intracellular NADPH and GSH levels by 

WST-8 and DTNB assays, respectively. The Cancer Genome Atlas (TCGA) was used to analyze the correlations between the 

expressions of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) and 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGD) and the methionine-

metabolic pathway. WB assay was employed to evaluate the effects of methionine restriction and supplementation of 

S-adenosylmethionine (SAM), a downstream methionine metabolic product, on the expressions of G6PD and 6PGD,  key enzymes in 

the pentose phosphate pathway, in LUAD cells. Results: Methionine restriction significantly inhibited the proliferation of H1299 and 

A549 cells (both P < 0.01), arrested cells in G2/M phase (both P < 0.05), elevated total ROS levels (both P < 0.001), and induced 

apoptosis (both P < 0.001). Furthermore, methionine restriction significantly reduced NADPH and GSH levels (both P < 0.01) and 

suppressed DNA synthesis (both P < 0.01). TCGA analysis revealed positive correlations between G6PD/6PGD expression levels and 

the methionine metabolic pathway (both P < 0.001). Methionine restriction down-regulated the expressions of G6PD and 6PGD 

proteins (both P < 0.01), whereas SAM supplementation partially restored their expressions (both P < 0.01), suggesting that methionine 

regulated the pentose phosphate pathway through SAM. Conclusion: Methionine restriction suppresses LUAD cell proliferation by 
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inhibiting the PPP, which provides experimental evidence for methionine-restriction therapy for LUAD.

[Key words]   methionine; lung adenocarcinoma (LUAD); pentose phosphate pathway (PPP); oxidative stress; proliferation; apoptosis
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肺腺癌（lung adenocarcinoma, LUAD）是肺癌中

最常见的组织学亚型，占所有肺癌病例的50%以上，

近年来，中国的LUAD发病率明显上升，且发病年龄

趋于年轻化[1-2]。目前，迫切需要开发新的治疗手段

以改善治疗困境。代谢异常是癌症的重要特征，是

肿瘤细胞获取生物大分子、维持氧化还原稳态的关

键[3-5]。大多数肿瘤细胞的生长对甲硫氨酸具有依赖

性[4]。研究[6-7]表明，甲硫氨酸可作为活性氧（reactive 

oxygen species, ROS）清除剂，保护细胞免受氧化应

激。此外，代谢重编程还上调了磷酸戊糖途径

（pentose phosphate pathway, PPP），为肿瘤细胞供应

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate, NADPH）和 核 糖 -5- 磷 酸

（ribose-5-phosphate, R-5-P），前者用于中和 ROS、后

者用于核苷酸等生物大分子的合成[8-9]。葡萄糖-6-磷酸

脱氢酶（glucose-6-phosphate dehydrogenase, G6PD）和

6- 磷 酸 葡 萄 糖 酸 脱 氢 酶（6-phosphogluconate 

dehydrogenase, 6PGD）是 PPP 的关键限速酶[8, 10]。在

酿酒酵母中，补充甲硫氨酸显著上调6PGD表达并促

进NADPH生成，提示甲硫氨酸经PPP发挥抗氧化功

能[11]。然而，甲硫氨酸对肿瘤细胞的PPP的调控作用尚

不明确。本研究旨在探究甲硫氨酸限制对LUAD细胞增

殖、凋亡的影响，并探究甲硫氨酸限制是否可通过调控PPP

影响LUAD细胞的生长，为肺癌治疗提供新的思路。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

人 LUAD细胞H1299、A549均购自中国科学院

上海细胞研究所，甲硫氨酸（methionine, Met；M5308-

25G）和 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸（S-adenosylmethionine, 

SAM；A4377-5MG）均购自 Sigma-Aldrich公司，胎牛

血清（FBS）和胰酶（25200072）购自普诺赛公司，不含

甲硫氨酸的 1640 培养基（A1451701）购自 Gibco 公

司，NADPH 检测试剂盒（S0179）、GSH 检测试剂盒

（S0053）、ROS检测试剂盒（S0033S）均购自碧云天公

司，Annexin Ⅴ-PE/7AAD凋亡检测试（9074586）剂盒

购自BD公司，G6PD（8866s）、6PGD（13389s）及Anti-

rabbit IgG（7074P2）抗体购自 CST 公司 ，β -actin

（20536-1-AP）购自武汉三鹰公司。

1.2  细胞计数法检测甲硫氨酸限制对LUAD细胞增

殖活性的影响

将 2 × 105个H1299、A549细胞接种于 6孔板，分

别在含有（100 μmol/L）或不含（0 μmol/L）甲硫氨酸的

培养基连续培养4 d（记为Met+组和Met−组），胰酶消

化并收集细胞，用血球计数板进行计数统计，以细胞

计数代表增殖活性的高低。

1.3  CCK-8法检测不同浓度甲硫氨酸对LUAD细胞

活力的影响

将H1299、A549细胞接种于 96孔板，3 × 103个/

孔，使用含有不同浓度甲硫氨酸（100、50、25、12.5、

6.25、0 μmol/L）的培养基培养 48 h 后，每孔加入

10 μL CCK-8试剂，避光反应1~2 h，在酶标仪450 nm

处测定光密度（D）值。细胞活力 = （不同浓度处理组

D值 - 空白组D）值）/（Met + 对照组D值 - 空白组

D）值） × 100%。

1.4  流式细胞术检测甲硫氨酸限制对LUAD细胞周

期和凋亡的影响

将H1299和A549细胞接种于 6孔板，在含有或

不含甲硫氨酸的培养基中培养 48 h，收集细胞后，使

用 70%乙醇重悬细胞，4 ℃过夜固定。PBS清洗，按

照试剂盒说明书加入PI染料，避光反应 15 min后上

机检测。收集凋亡细胞，PBS清洗，按照试剂盒说明

书分别加入Annexin Ⅴ-PE、7AAD染料，室温避光反

应15 min后上机检测。

1.5  流式细胞术检测甲硫氨酸限制对LUAD细胞中

ROS水平的影响

将H1299和A549细胞接种于 6孔板，在含有或

不含甲硫氨酸的培养基中培养 48 h，PBS清洗，加入

无血清培养基稀释的DCFH-DA探针（1∶2 000），在培

养箱中避光反应 20 min，使用PBS清洗多余的探针，

随后收集细胞进行流式检测。

1.6  WST-8法、DTNB法分别检测甲硫氨酸限制对

LUAD细胞中NADPH、GSH水平的影响

将H1299和A549细胞接种于 6孔板，在含有或

不含甲硫氨酸的培养基中培养 48 h，收取细胞，按照

相应试剂盒说明书进行操作。

1.7  EdU/Hoechst 双染法检测甲硫氨酸限制对

LUAD细胞DNA合成的影响

将H1299和A549细胞接种于 6孔板，在含有或

不含甲硫氨酸的培养基中培养48 h，加入EdU试剂反

应 2 h，固定、通透后加入Click反应液，室温、避光反

应 30 min使EdU可视化。最后，使用Hoechst 33342

试剂进行核染色。荧光显微镜下观察并拍照。

1.8  WB法检测甲硫氨酸限制对LUAD细胞G6PD

和6PGD表达的影响

将H1299和A549细胞分别在含有或不含甲硫氨
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酸的培养基中培养48 h（回补SAM实验中，在培养基

中添加0.5 mmol/L SAM），使用含有蛋白酶和磷酸

酶抑制剂的RIPA 裂解液裂解细胞，低温离心后于

−20 ℃保存。将等量的样品进行 SDS-PAGE分离蛋

白，随后电转至PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭，加入

一抗G6PD（1∶1 000）和 6PGD（1∶1 000）抗体，4 ℃反

应过夜。加入山羊抗兔二抗（1∶3 000）室温反应，最

后使用ECL显影、成像。

1.9  基于TCGA数据库分析G6PD和 6PGD与甲硫

氨酸代谢通路活性的相关性

从TCGA数据库（https://portal.gdc.cancer.gov）下

载516例LUAD样本的RNA-seq转录组数据集，提取

半胱氨酸和甲硫氨酸代谢通路相关基因，使用R语言

GSVA包执行单样本基因集富集分析（ssGSEA），计

算通路富集分数。采用Spearman秩相关分析评估基

因表达与通路富集分数的相关性，以P < 0.05为差异

具有统计学意义。

1.10  统计学处理

所有统计分析均使用GraphPad Prism 8.0软件完

成。符合正态分布的计量数据以 x̄ ± s表示。两组间

差异的比较采用Student's t检验，多组间比较采用单

因素方差分析（one-way ANOVA），多重比较采用

Tukey事后检验。以P < 0.05或P < 0.01表示差异具

有统计学意义。

2  结   果

2.1  甲硫氨酸限制显著抑制LUAD细胞增殖

通过细胞计数法在不同时间点检测 H1299 和

A549细胞增殖情况，结果（图 1A、B）显示，在甲硫氨

酸限制条件下，自第 2天起，Met−组细胞增殖活性均

较Met+组显著降低（均P < 0.001）。使用不同浓度甲

硫氨酸处理H1299和A549细胞 48 h，CCK-8法检测

结果（图1C、D）显示，当培养基中甲硫氨酸浓度低于

25 μmol/L时，H1299和A549细胞增殖受到显著抑制

（P < 0.01或P < 0.001）。

A、B：细胞计数法检测甲硫氨酸限制对H1299和A549细胞增殖活性的影响；C、D： CCK-8法检测不同浓度甲硫氨酸对H1299和

A549细胞活力的影响。与Met+组或100 μmol/L组相比，**P < 0.01、***P < 0.001。

图1    甲硫氨酸限制对H1299和A549细胞增殖的影响

2.2  甲硫氨酸限制阻滞LUAD细胞周期在G2/M期

细胞分裂周期受损是细胞增殖抑制的主要原

因。采用 PI染色结合流式细胞术检测DNA含量发

现（图2），与Met+组相比，Met−组G0/G1期细胞比例

显著降低（均P < 0.05），G2/M期细胞比例显著升高

（均P < 0.05）。结果表明，甲硫氨酸限制阻滞H1299

和A549细胞周期进程。

2.3  甲硫氨酸限制诱导LUAD细胞内ROS累积

以 DCFH-DA 探针检测 H1299 和 A549 细胞内

ROS水平，结果（图 3）显示，与Met+组相比，Met−组
H1299 和 A549 细胞中 ROS 累积水平显著升高（均

P < 0.001）；加入 ROS 清除剂 NAC 时 ，与 Met−
组相比，Met−NAC 组 ROS 累积水平显著降低（均

P < 0.001）。
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2.4  甲硫氨酸限制诱导ROS累积促进LUAD细胞凋亡

高水平的ROS累积会诱导肿瘤细胞凋亡。采用

Annexin Ⅴ-PE/7AAD双染法区分早期凋亡和晚期凋

亡的细胞，与Met+组相比，Met−组H1299和A549细

胞凋亡比例显著升高（均P < 0.001）；加入ROS清除

剂NAC共处理，甲硫氨酸限制诱导的细胞凋亡比例

显著降低（均P < 0.001）。

A：流式细胞术检测细胞周期分布；B：细胞比例分布统计。*P < 0.05、**P < 0.01。

图2    甲硫氨酸限制对H1299和A549细胞周期的影响

A：H1299细胞；B. A549细胞。*P < 0.05、***P < 0.001。

图3    甲硫氨酸限制对H1299（A）和A549（B）细胞ROS的影响

2.5  甲硫氨酸限制抑制LUAD细胞的PPP

PPP是清除ROS、维持肿瘤细胞氧化还原稳态的

重要途径。为明确甲硫氨酸限制对PPP的影响，先测

定细胞内NADPH和GSH水平，结果（图5A、B）显示，

与Met+组相比，Met−组NADPH和GSH水平均显著

降低（均 P < 0.01）。R-5-P 是核苷酸合成的中间产

物，对DNA从头合成至关重要。EdU掺入实验证明，

甲硫氨酸限制抑制了DNA从头合成（均P < 0.01；图

5C、D）。

2.6  甲硫氨酸限制对G6PD、6PGD的影响

G6PD和 6PGD是 PPP的关键酶，通过TCGA数

据库分析其表达与甲硫氨酸代谢通路的关系，结果

（图6A、B）显示，在LUAD中，G6PD、6PGD的表达与

半胱氨酸和甲硫氨酸代谢通路呈正相关（r = 0.25、

0.32, P < 0.001）。WB法检测结果（图6C、D）显示，与

Met+组相比，Met−组H1299 和 A549 细胞中G6PD和

6PGD蛋白表达均显著下降（均P < 0.001）；回补SAM时，

G6PD 和 6PGD 蛋白表达均较 Met−组显著升高（均

P < 0.01）。
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A：流式细胞术检测细胞凋亡分布；B：细胞凋亡数据统计。**P < 0.01、***P < 0.001。

图4    甲硫氨酸限制对H1299和A549细胞凋亡的影响

A：NADPH水平检测结果数据统计；B：GSH水平检测结果数据统计；C：EdU/Hoechst双染法检测H1299和A549细胞的DNA合成

能力；D：EdU/Hoechst双染法结果数据统计。与Met+ 组相比，**P < 0.01、***P < 0.001。

图5    甲硫氨酸限制对H1299和A549细胞PPP的影响

3  讨  论

近年来，中国肺癌的发病率和病死率呈升高

趋势[1]。尽管LUAD诊疗手段不断进步，患者仍易出

现靶向或免疫治疗耐药，导致预后不良[12-14]。因此，

开发新的治疗方法以改善LUAD预后意义重大。本

研究发现，甲硫氨酸限制显著抑制了LUAD细胞增

殖，其作用机制与PPP受抑相关。

甲硫氨酸是人体必需氨基酸，参与氧化应激调

节、转甲基化反应及蛋白质和多胺合成等多种生理

过程[15-17]。肿瘤细胞对外源甲硫氨酸的高度依赖

性称为“霍夫曼效应”[7, 17]。甲硫氨酸代谢在肿瘤
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细胞中的“脆弱性”，使其成为极具吸引力的研

究方向，包括通过靶向甲硫氨酸代谢通路的化

学抑制剂、限制甲硫氨酸饮食或利用甲硫氨酸水

解酶消耗体内甲硫氨酸等方式。本研究证实，甲硫

氨酸限制显著抑制H1299和A549细胞增殖，显著增

加ROS水平，促进细胞凋亡；ROS清除剂NAC显著

降低甲硫氨酸限制诱导的ROS累积及细胞凋亡，提

示ROS可能是甲硫氨酸限制诱导细胞凋亡的关键因

素，为甲硫氨酸联合放化疗或免疫治疗LUAD提供

了实验依据。

A：基于TCGA数据进行G6PD与半胱氨酸和甲硫氨酸代谢通路相关性分析；B：6PGD与半胱氨酸和甲硫氨酸代谢通路相关性分

析；C、D：WB法检测H1299和A549细胞中G6PD和6PGD蛋白表达及结果数据统计。**P < 0.01、***P < 0.001。

图6    LUAD中甲硫氨酸限制对G6PD、6PGD的影响

PPP是ROS清除的基础[18]，因其产物NAPDH是

主要的还原剂，是细胞维持氧化还原稳态的重要物

质，G6PD和6PGD是PPP中的两个关键酶[8, 10]。研究

发现，出芽酵母的G6PD基因缺失时，细胞不能合成

甲硫氨酸，成为甲硫氨酸营养缺陷型[19-20]。在甲硫氨

酸营养缺陷的酿酒酵母中，补充甲硫氨酸可增加

6PGD的丰度以产生NADPH，这提示甲硫氨酸可通

过PPP发挥抗氧化应激作用[11, 21]。本研究证实，甲硫

氨酸限制抑制 PPP，表现为G6PD和 6GPD蛋白表达

降低，NADPH、GSH 水平下降和 DNA 合成受损。

TCGA数据库分析显示，G6PD和 6PGD的表达均与

甲硫氨酸代谢通路呈正相关。在甲硫氨酸限制条件

下，SAM回补可恢复G6PD和 6PGD蛋白的表达，提

示甲硫氨酸通过影响甲基化供体 SAM 合成调控

PPP。文献[22]报道，G6PD、6PGD的表达均受m6A甲

基化影响，如METTL14能够提高G6PD mRNA的稳

定性，进而促进LUAD生长和转移。此外，G6PD启

动子上存在组蛋白H3K9me3结合位点，H3K9me3可

能通过抑制G6PD表达来调控PPP代谢途径[23]。

综上，甲硫氨酸限制显著升高 LUAD 细胞内

ROS 水平，诱导 LUAD 细胞凋亡，抑制 LUAD 细

胞增殖，这可能是通过抑制 PPP 实现的，该结果

为开发甲硫氨酸限制疗法治疗肺癌提供了实验

基础。
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