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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effect of attenuated salmonella VNP20009-M that carries 
a methioninase gene on osteosarcoma. Methods  Recombinant salmonella VNP20009-M was co-cultured 
with a human osteosarcoma cell line. After the methioninase gene was overexpressed in osteosarcoma cells, 
cell proliferation, migration and apoptosis were detected. Finally, we evaluated the effect of  the attenuated 
salmonella VNP20009-M on  the subcutaneous xenograft  in  the nude mice by  intratumorally  injecting 
different dosages of VNP20009-M. Results  It was verified by plasmid PCR that  the methioninase gene 
was only  found  in  the  target strain VNP20009-M and had high methioninase activity. The  recombinant 
salmonella was successfully constructed. VNP20009-M significantly  induced  the apoptosis of MNNG-
HOS cells. Overexpression of  the L-methioninase gene in the osteosarcoma cells significantly inhibited cell 
proliferation and migration, compared with the control group. The body weight of  the subcutaneous tumor-
bearing mice after VNP20009-M treatment did not change significantly, and tumor growth was significantly 
retarded. Conclusion  VNP20009-M could induce the apoptosis and inhibit the proliferation and migration of 
osteosarcoma cancer cells, and can be a novel and highly effective drug candidate for osteosarcoma in the clinic. 
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Technology (No. 50010102).
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摘  要：目的 研究携带甲硫氨酸酶基因的减毒沙门氏菌VNP20009-M对骨肉瘤的治疗作用及其

机制。方法 将重组沙门氏菌VNP20009-M与骨肉瘤细胞MNNG-HOS共培养；骨肉瘤细胞MNNG-
HOS、U2OS及SaoS-2均高表达甲硫氨酸酶基因后探索细胞增殖、迁移及凋亡能力的变化；构建

MNNG-HOS裸鼠皮下荷瘤模型，评价不同剂量的VNP20009-M在动物模型中的治疗效果。结果 通过

质粒PCR验证甲硫氨酸酶基因只存在于目的菌株VNP20009-M中，且具有较高的甲硫氨酸酶活性，重

组沙门氏菌构建成功。VNP20009-M显著诱导骨肉瘤细胞MNNG-HOS的凋亡。相比对照组，甲硫氨酸
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酶基因过表达的骨肉瘤细胞增殖、迁

移能力被显著抑制。VNP20009-M治

疗后小鼠皮下肿瘤生长被显著抑制。

结论 VNP20009-M可诱导骨肉瘤细

胞凋亡并抑制癌细胞增殖和迁移，可

以作为一种新型高效的药物为临床提

供新的治疗方式。

关键词：沙门氏菌；基因工程；甲硫

氨酸酶；骨肉瘤
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0 引言
骨肉瘤（osteosarcoma, OS）在恶性骨肿瘤

中发病率最高，对0~24岁青少年危害最大，且

其高发转移，一旦发展为远端转移，5年生存率

仅20%~30%[1]。目前尽管使用了一些新的治疗方

法如增加化疗时间、提高药物剂量或增加免疫治

疗，但均未取得较显著的整体改善[2]。

VNP20009为沙门菌属，是肿瘤靶向治疗领

域中研究最广泛的细菌，具有较高安全性，目前

已应用于多种小鼠荷瘤模型中，如黑色素瘤、肺

癌、结肠癌等[3]。 甲硫氨酸（Met）依赖性几乎表

现在所有恶性肿瘤细胞中，而正常细胞不存在Met
依赖性[4]。甲硫氨酸酶（L-methioninase）可以特

异性地将甲硫氨酸分解，但外源性给予有一定的

不良反应[5]。 
本研究利用沙门氏菌的肿瘤靶向性以及骨肉

瘤细胞甲硫氨酸代谢异常的特性，以VNP20009为

载体，制备了高表达甲硫氨酸酶的减毒沙门氏菌

VNP20009-M，利用代谢的手段在细胞和动物水平

评估VNP-M对骨肉瘤的治疗作用及其机制。

1  材料与方法
1.1  细菌与细胞株    

VNP20009（YS1646）购自美国ATCC公

司。MNNG-HOS、U2OS、SaoS-2购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。

1.2  质粒、载体和酶活性

PSV-SPORT质粒购自美国 Invi t rogen公
司；pRlenti-CAG-MCS-IRES2-EGFP，MEGL 
CDS质粒购自上海生工公司。通过电穿孔用

质粒PSV-SPORT或PSV-SPORT-L-methioninase
转染鼠伤寒沙门氏菌衍生物VNP20009，构建

对照菌株VNP20009-V（VNP-V）和目的菌株

VNP20009-M（VNP-M）。甲硫氨酸酶活性的测

定基于Sun等建立的方法[6]。

1.3  主要试剂与仪器

试剂：MEM、McCoy’s 5A、胎牛血清和胰酶

均购自美国Gibco公司；E.Z.N.A. Total RNA Kit Ⅰ购

自美国OMEGA公司；Power SYBR Green PCR Mas-
ter Mix购自诺唯赞（南京） 公司；引物由上海生工

生物有限公司合成；迁移小室 （24室直径8.0 μm ）
购自美国Corning公司。

仪器：AC2-4S1型二级生物安全柜（ESCO，

新加坡）；CLM-170B-8-NF型CO2培养箱（ESCO，

新加坡）；TDZ5-WS型多管架自动平衡离心机（上

海卢湘仪离心机仪器有限公司）；ChemiDoc+XRS
化学发光凝胶成像系统（Bio-Rad，美国）；Leica
倒置显微镜（Leica德国）；CMAXPLUS+酶标仪

（MD，美国）； -80℃冰箱（中国美菱公司）。

1.4  菌液PCR与质粒PCR
将生长至对数期的VNP-V与VNP-M菌液各取1 μl

稀释于100 μl无菌超纯水中，98℃金属浴5 min作

为菌液PCR模板；按照质粒中提试剂盒（Thermo 
Fisher  K210005）说明书抽提生长至对数期的

VNP-V与VNP-M质粒，并稀释至1 ng/μl作为质粒

PCR模板；PCR试剂盒（中国南京诺唯赞生物科技

有限公司P131-03）。

1.5 骨肉瘤细胞培养 

MNNG-HOS细胞培养在含MEM和10%FBS
的 培 养 基 中 ， S a o s - 2 细 胞 培 养 于 M c C o y ’
s 5A+20%FBS的培养基中，U2OS细胞培养于Mc-
Coy’s  5A+10%FBS的培养基中，所有细胞均于

37℃、5%CO2培养箱中培养。待细胞生长至培养

皿70%~80%时进行传代。

1.6  骨肉瘤细胞凋亡、增殖和迁移能力检测

将骨肉瘤细胞与对照菌株和携带甲硫氨酸酶

的目的菌株于37℃共培养4 h，PBS洗涤后置于补

充有链霉素和卡那霉素的培养基中培养。膜联蛋

白V-FITC细胞凋亡检测试剂盒（BD 556547）检

测癌细胞凋亡，流式细胞术分析结果；CCK-8测

定法测量癌细胞活力；将细胞接种至Transwell上
室，下室中20%FBS作为吸引剂，用棉签去除非侵

入细胞，结晶紫染色入侵细胞，显微镜拍摄图像

并定量。

1.7  实时定量PCR检测

提取细胞总RNA使用Vazyme（中国）反转录

试剂盒反转RNA得到cDNA，随后以反转cDNA为

模版，加入Power SYBR Green PCR Master Mix以

及相应基因引物对目的基因进行RT-PCR。反应条

件：50℃ 2 min，95℃ 30 s，95℃ 15 s，58℃ 30 s，
72℃  30  s为一个循环，共40个循环。引物核酸序

列为: MEGL-F: 5’-ATGCGCGACTCCCATAAC-3’; 
MEGL-R: 5’-TCATGCACACACGCCTCCAA-3’。                
1.8 病理学分析

使用10%福尔马林固定肿瘤组织，石蜡包埋，苏

木精和伊红（H＆E）染色，Nikon显微镜拍摄图像。

1.9  质粒转染细胞

利用对照质粒pRlenti-CAG-MCS-IRES2-
EGFP（EGFP）与携带甲硫氨酸酶基因的目的质

粒：MEGL  CDS（MEGL）瞬时转染骨肉瘤细
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胞，得到对照组（EGFP）与高表达甲硫氨酸酶基

因的实验组（MEGL），同时实验使用PBS代替转

染试剂设置完全对照组（CON）。

细胞转染实验前一天以每室2×105个细胞接种

至6孔板中，待细胞生长密度至40%~60%后准备转

染；使用赛默飞（中国）Lipo2000转染试剂。将

配置好的转染试剂加入6孔板中，轻轻晃动，使脂

质体混合均匀，37℃、5%CO2培养。

1.10  动物实验

6~7周龄的雌性无胸腺裸鼠（BALB/c nu/nu）

购自南京大学动物实验中心，饲养于广东药科大

学实验动物中心，实验方案严格遵循广东药科大

学动物护理委员会（批号：GOPUSPF2017048）

制定的动物护理方针。接种之前，胰蛋白酶消化

收获肿瘤细胞，并通过细胞过滤器去除细胞聚集

体，洗涤细胞，计数，并稀释至6.5×104/μl PBS中

进行皮下接种。

实验分组及设计：待肿瘤体积达到60~80 mm3

时，将荷瘤裸鼠随机分为5组，每组8只。采用瘤

内注射方式给药一次。低剂量组分别注射浓度为2
×103 cfu/μl PBS的两种基因工程菌；高剂量组分别

注射浓度为2×105cfu/μl PBS的两种基因工程菌；完

全对照组注射10 μl PBS。随后连续测量小鼠体质

量，观察其活动状态并定期通过游标卡尺测量肿

瘤大小，计算肿瘤体积，绘制肿瘤生长曲线。

1.11  统计学方法

采用GraphPad5软件进行数据整理和统计分

析，计量资料以（x±s）表示，P<0.05为差异有统

计学意义。除了图注中指出采用特殊的统计方法

以外，两两之间比较采用双尾Student’s  t检验，多

组比较采用单因素方差分析和Tukey’s检验。

2  结果
2.1  构建表达甲硫氨酸酶的基因工程菌VNP-M

菌液PCR与质粒PCR实验结果显示，VNP-M
的菌液和质粒在1 200 bp处有特异性条带（甲硫氨

酸酶基因L-methioninase全长1 200 bp），携带甲

硫氨酸酶基因的基因工程菌构建成功，见图1A。

与目的基因（L-methioninase）比对，VNP-M中的

甲硫氨酸酶基因序列测序正确。比色法检测结果

进一步显示，VNP-M甲硫氨酸酶的活性显著高于

VNP-V（P<0.001），见图1B。

2.2  VNP-M促进骨肉瘤细胞的凋亡

结果显示，VNP-M与VNP-V均可诱导癌细胞

凋亡，且VNP-M促凋亡效果更显著（Annexin-V

阳性细胞比例为：VNP-V:VNP-M    为13.39%  : 
56.19%），见图2。

2.3  过表达甲硫氨酸酶显著抑制骨肉瘤细胞增殖

和迁移能力

高表达甲硫氨酸酶基因能显著抑制骨肉瘤细

胞株MNNG-HOS的增殖能力，见图3；高表达甲

硫氨酸酶显著抑制MNNG-HOS、U2OS及SaoS-2细

胞的迁移能力，见图4。

2.4  VNP-M抑制骨肉瘤异种移植瘤生长

骨肉瘤皮下异种移植瘤模型瘤内分别给予高

低剂量药物后，荷瘤鼠的活动、进食无明显差

别，体质量呈稳定趋势。

与对照组相比，VNP-V及VNP-M低剂量组

小鼠肿瘤体积均无显著性差异，见图5A~B；而

VNP-M高剂量治疗后，骨肉瘤生长速度明显放缓

（P<0.01），见图5C~D，其瘤体重量约为对照组

的1/3。给药治疗10天后，高剂量VNP-M治疗后肿

瘤体积与瘤重均显著低于对照组，进一步证实较

高浓度VNP-M能够有效抑制在体骨肉瘤的生长。

3  讨论
甲硫氨酸依赖性地存在于绝大部分肿瘤细胞

内[7]，已有研究表明在患者饮食中限制甲硫氨酸

A: PCR and  extracted plasmid PCR showed  that  the  target  band 

only presented  in  the constructed bacteria VNP-M. (PSV-SPORT-L-

methioninase sequence  length was 1200 bp.). B: The methioninase 

activity in VNP-M was significantly higher than that in VNP-V.

图1 VNP20009-M菌株中甲硫氨酸酶基因及活性检测
Figure 1 Detection of methioninase gene and activity in 
VNP20009-M
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的摄入可以有效减少包括胰腺癌、肾癌等肿瘤的

生长[5]，但长期的甲硫氨酸缺失在一定程度上会造

成患者营养不良，反而加重病情。有研究证明通

过腹腔注射重组甲硫氨酸酶能有效遏制裸鼠吉田

肉瘤与肺部肿瘤[8]，但由于哺乳动物本身不表达甲

硫氨酸酶，外源性地给予甲硫氨酸酶具有一定风

险[9]。早在1868年，德国医生Busch首次使用化脓

性链球菌感染恶性肉瘤患者，并得到一定的治疗

效果。而后德国医生Fehleisen和美国医生William 
B.Coley先后报道了利用化脓性链球菌完全治愈恶

性肉瘤患者的病例[10]。目前肿瘤的细菌疗法已经

成为研究热门，其中减毒沙门氏菌VNP20009是迄

今为止靶向肿瘤领域中研究最广泛的细菌[11]，具

有出色的安全性，包括遗传减毒力（purI基因缺

失）、败血性休克潜力降低（msbB基因缺失）和

抗生素敏感度[12]。在对日本40例原发性骨肉瘤患

者肿瘤组织研究后发现，骨肉瘤患者普遍缺乏甲

硫腺苷磷酸化酶（一种甲硫氨酸补偿途径中重要

的激酶，用于内源性合成甲硫氨酸）[13]，这意味

着骨肉瘤患者相比健康人群来说更依赖于外源性

甲硫氨酸的补给。

本研究使用基因工程手段，利用微生物载体

携带特异性消耗甲硫氨酸的酶构建VNP20009-M，

通过阻断氨基酸的需求以达到杀伤肿瘤和阻断扩

散的目的。为了进一步研究，我们选用的骨肉瘤

细胞系MNNG-HOS、SaoS-2及U2OS均属于恶性

程度高且在临床上缺乏有效药物的肿瘤细胞，以

这三种细胞进行细胞学实验，并用MNNG-HOS建

立裸鼠皮下荷瘤模型来评估VNP20009-M对骨肉瘤

MNNG-HOS cells were treated with different bacteria. VNP-M significantly induced cell apoptosis.

图2 VNP20009-M对骨肉瘤细胞凋亡的影响
Figure 2 Effect of VNP20009-M on apoptosis of osteosarcoma cells 

CON: control; EGFP: pRlenti-CAG-MCS-IRES2-EGFP plasmid; 

MEGL: MEGL CDS plasmid.

图3 过表达甲硫氨酸酶对MNNG-HOS细胞增殖的影响
Figure 3 Effect of methioninase overexpression on 
proliferation of MNNG-HOS cells

图4 过表达甲硫氨酸酶对骨肉瘤细胞迁移能力的影响 
Figure 4 Effect of methioninase overexpression on migration ability of osteosarcoma cells
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的治疗作用及其机制。VNP-M与骨肉瘤细胞共培

养时表现出较好的促凋亡作用。为了进一步研究

VNP-M对骨肉瘤治疗作用的机制，我们在不同的

骨肉瘤细胞系里过表达甲硫氨酸酶基因，结果显

示细胞生长和迁移均显著受到抑制，提示VNP-M
可能通过表达甲硫氨酸酶来抑制骨肉瘤细胞的增

殖迁移能力。动物实验中，通过瘤内注射不同剂

量的VNP-M来治疗骨肉瘤皮下肿瘤，接受低剂量

VNP-M治疗的小鼠肿瘤体积跟VNP-V和对照组相

比差异无统计学意义；而较高剂量VNP-M治疗后

小鼠肿瘤生长被显著抑制，表明VNP-M对骨肉瘤

的治疗作用可能具有剂量依赖性。骨肉瘤预后不

良和高复发转移率与肿瘤干细胞相关，Wang等[14]

指出剥夺甲硫氨酸对肿瘤干细胞造成不可逆转的

伤害，提示VNP-M可能对阻断骨肉瘤转移有潜在

的效果。后续工作中，我们将研究VNP-M影响骨

肉瘤细胞及小鼠肿瘤生长的分子机制，同时进一

步模拟真实的发病情况，如构建尾静脉全身转移

模型与原位转移模型来探索VNP-M的治疗效果及

其分子机制。

综上所述，本研究利用减毒沙门氏菌作为载

体携带甲硫氨酸酶基因，在体内靶向肿瘤并表达

高活性的甲硫氨酸酶基因，在破坏肿瘤微环境激

活肿瘤局部免疫反应的同时，特异性消耗肿瘤内

部的甲硫氨酸水平。VNP20009-M在体外可明显诱

导骨肉瘤细胞凋亡，显著抑制骨肉瘤细胞增殖和

迁移能力，在体内可明显抑制骨肉瘤生长，具有

潜在的临床应用价值。 
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图5 基因工程菌治疗对小鼠肿瘤体积和瘤重的影响
Figure 5 Effect of genetically engineered bacteria treatment on tumor volume and tumor weight in mice 


