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基于代谢组学探索小檗碱对 APCmin/+小鼠结直肠腺瘤的作用机制  
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摘  要：目的  探讨小檗碱抑制 APCmin/+小鼠结直肠腺瘤的作用机制。方法  随机取 8 只 C57BL/6 小鼠作为对照组，将

APCmin/+小鼠随机分为模型组和小檗碱低、高（50、100 mg/kg）剂量组，每组 8 只，60%高脂饲料饲养，持续给药 10 周，观

察结直肠肿瘤数量、最大肿瘤直径；苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察结直肠病理表现，免疫组化观察结直肠

ki67、p53 阳性率；高分辨非靶向代谢组学检测各组血清代谢物，运用正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least squares 

discriminant analysis, OPLS-DA）筛选差异代谢物，对差异代谢物进行功能富集分析；RT-qPCR 检测结直肠组织中鸟氨酸转

氨甲酰酶（ornithine transcarbamylase，OTC）、精氨酸酶 1/2（arginase 1/2，ARG1/2）、一氧化氮合酶 2（nitric oxide synthase 

2，NOS2）、精氨酸代琥珀酸裂解酶（argininosuccinate lyase，ASL）mRNA 表达水平。结果  小檗碱可以显著减少 APCmin/+

小鼠结直肠肿瘤数量与最大肿瘤直径，改善肠道非典型增生和炎性浸润，抑制 ki67 和 p53 阳性表达率（P＜0.001）；代谢组

学结果发现，与对照组比较，模型组小鼠有 145 个差异代谢物，与模型组比较，小檗碱组小鼠有 51 种差异代谢物，功能富

集分析显示精氨酸生物合成途径代谢物 DL-谷氨酸、L-瓜氨酸、N-乙酰-L-谷氨酸、N-α-乙酰-L-鸟氨酸在模型组小鼠血清中上

调，小檗碱治疗后下调；RT-qPCR 结果显示，与对照组比较，模型组小鼠肠道中 OTC 的 mRNA 表达水平下降（P＜0.001），

ARG1、ARG2、NOS2 的 mRNA 表达升高（P＜0.001）；与模型组比较，小檗碱低、高（50、100 mg/kg）剂量组可以恢复 OTC 

mRNA 表达（P＜0.001）、抑制 ARG1、ARG2、NOS2 的 mRNA 表达水平（P＜0.001）。结论  小檗碱对结直肠腺瘤的治疗作

用可能与抑制血清精氨酸合成、调控精氨酸代谢关键基因表达有关。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanisms by which berberine (BBR) inhibits colorectal adenoma (CRA) in APCmin/+ mice. 

Methods  A total of eight C57BL/6 mice were randomly selected as the control group. APCmin/+ mice were randomly divided into the 

model group, low- and highdose (50, 100 mg/kg) BBR groups, with eight mice in each group. Mice were fed high-fat diet and 

administered treatment for 10 weeks. The number of colorectal tumors and the maximum tumor diameter were observed. 
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Histopathological changes in the colorectal tissue were assessed using hematoxylin-eosin (HE) staining, and the expression rates of 

ki67 and p53 were evaluated via immunohistochemistry. Serum metabolites were detected using high-resolution untargeted 

metabolomics, and differential metabolites were identified using orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA), 

followed by functional enrichment analysis. RT-qPCR was employed to assess the mRNA expression levels of ornithine 

transcarbamylase (OTC), arginase 1/2 (ARG1/2), nitric oxide synthase 2 (NOS2), and argininosuccinate lyase (ASL) in colorectal 

tissues. Results  BBR significantly reduced both the number and size of colorectal tumors in APCmin/+ mice, improved atypical 

hyperplasia and inflammatory infiltration in the intestine, and suppressed the positive expression rates of ki67 and p53 (P < 0.01, 

0.001). Metabolomics identified 145 differential metabolites between the model and control groups, and 51 differential metabolites 

between the model and BBR groups. KEGG analysis revealed that metabolites in the arginine biosynthesis pathway, DL-glutamate, L-

citrulline, N-acetyl-L-glutamate, and N-α-acetyl-L-ornithine—were upregulated in the model group but downregulated following BBR 

treatment. RT-qPCR results indicated that compared to the control group, the expression level of OTC mRNA was decreased in the 

intestines of model group mice (P < 0.001), while the mRNA expressions of ARG1, ARG2 and NOS2 were increased (P < 0.001). In 

comparison to the model group, the low- and high-dose BBR groups restored OTC mRNA expression (P < 0.001) and suppressed the 

mRNA expression levels of ARG1, ARG2 and NOS2 (P < 0.001).  

Key words: berberine; colorectal adenoma; APCmin/+ mice; arginine; metabolomics 

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是最常见的

一种消化道肿瘤，居癌症死亡率第 2 位，具有高复

发和远处转移的特点，造成了严重的社会负担[1]。

结直肠腺瘤（colorectal adenoma，CRA）是发生在

结直肠黏膜上皮的良性肿瘤，因可以通过“腺瘤-

癌”途径逐渐转化为 CRC，被认为是最为常见的

CRC 癌前病变[2]。据报道 90%的 CRC 由 CRA 进

展而来，阻断 CRA 的癌变进展对于减少 CRC 的发

生具有关键意义[3-4]。CRA 大致经过“正常肠上皮-

不典型增生-腺瘤-早期癌-进展癌”5 个阶段发展

为 CRC，共历时 10～15 年[5-6]。研究发现，管状腺

瘤患者 10 年累积 CRC 发病率为 2.7%，管状绒毛

腺瘤患者为 5.1%，绒毛腺瘤患者为 8.6%，而健康

人为 2.1%[2]。因此，阻断 CRA 对防治 CRC 十分

重要。 

目前，预防 CRA 癌变的方案主要包括调整饮

食习惯、生活方式以及发现 CRA 后尽早切除病灶

并定期随诊。此外，小檗碱等天然产物对预防 CRC

及 CRA 手术后复发有一定前景[7]。研究表明，口服

小檗碱可降低结直肠腺瘤复发的风险[8]，且能有效

减少 CRA 术后 1～2 年复发率[9]。尽管小檗碱能有

效治疗 CRA，但具体的作用机制仍待明确。 

氨基酸、脂肪酸等代谢物可通过能量代谢、免

疫调节和炎症机制影响 CRC 的发生和发展[10]，因

此，血清代谢物在癌前状态的潜在作用引起了广泛

关注。临床研究发现，CRA 患者的血清代谢产物与

健康对照组存在显著差异，CRA 患者血清中丁酸浓

度高于健康对照组，而丁酸可能对 CRA 的发生有

促进作用[11]。早期 CRC 患者的粪便菌群 α 多样性

明显减少，其菌群改变与色氨酸、胆汁酸代谢途径

的增加有关[12]。此外，研究发现小檗碱可以通过调

节粪便熊果苷等代谢物和真/优杆菌、瘤胃球菌等菌

属，改善葡萄糖和脂质代谢紊乱[13]。因此，本研究

推测小檗碱可能通过调节血清代谢物而发挥对

CRA 的治疗作用。 

本研究采用非靶向血清代谢组学技术探索

APCmin/+小鼠血清代谢物的变化，发现差异代谢物

可被富集到精氨酸生物合成途径，进一步通过实时

荧光定量 PCR 检测发现肠道组织中精氨酸合成与

代谢关键基因的 mRNA 表达存在组间差异，证实盐

酸小檗碱对 CRA 的治疗作用可能与与调控精氨酸

合成与代谢有关。 

1  材料 

1.1  动物 

24 只 SPF 级雄性 APCmin/+小鼠和 8 只 SPF 级

雄性 C57BL/J 小鼠，8 周龄，体质量（20±2）g，

购自江西中洪博元生物技术有限公司，动物许可证

号 SCXK（苏）2022-0016。小鼠饲养于相对湿度

50%～60%、温度 21～23 ℃的环境中，饲养期间喂

食高脂饲料，自由饮水。本研究经贵州中医药大学

动物伦理委员会评审批准（伦理号 20230136）。 

1.2  药品与试剂 

60%日粮型高脂饲料（批号 2310-18）购自贵州

辉氿生物科技有限公司；RNA Easy Fast 动物组织/

细胞总 RNA 提取试剂盒（批号 Y1818）购自北京天

根生化科技有限公司；SYBR Green Master Mix、甲
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醇、氨水（批号 2961636、73594、A470-500）均购

自美国赛默飞世尔科技公司公司；盐酸小檗碱（批

号 2230821001，质量分数≥98%）购自北京索莱宝

科技有限公司；乙腈（批号 1499230-935）购自德国

Merck 公司；乙酸铵、苏木素染液（批号 73594、

H9627）购自美国 Sigma Aldrich 公司；伊红染液（批

号 YE2080）购自合肥博美生物科技有限责任公司，

甲醛（AR 级，批号 1340040101602）购自四川西陇

科学有限公司；中性树胶（批号 1004160）购自国药

集团化学试剂有限公司；ki67一抗（批号HA721115）

购自杭州华安生物技术有限公司；p53 一抗（批号

A3185）购自爱博泰克生物科技有限公司，HRP 标

记山羊抗兔二抗（批号 GB22303）购自武汉赛维尔

生物科技有限公司。 

1.3  仪器 

徕卡-2016 型转轮式切片机（德国徕卡公司）；

BMJ-A 型组织包埋机（常州郊区中威电子仪器厂）；

Pannoramic 250 型数字切片扫描仪（匈牙利

3DHISTECH Hungary 公司）；BA400 Digital 数码三

目摄像显微摄像系统（厦门麦克奥迪实业集团有限

公司）；CFX96 Touch Deep Well 荧光定量 PCR（美

国 Bio-Rad 公司）；AB Triple TOF 6600 型质谱仪（美

国 AB SCIEX 公司）；Agilent 1290 Infinity LC 超高

压液相色谱仪（美国 Agilent 科技公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组及给药 

本研究采用自发形成 CRA 的 APCmin/+小鼠。适

应性喂养 1 周后，8 只 C57BL/J 小鼠作为对照组，

24 只 APCmin/+小鼠随机分为模型组和小檗碱低、高

剂量（50、100 mg/kg）组[14]。将小檗碱溶解后，小

檗碱低、高剂量（50、100 mg/kg）组 ig 小檗碱溶

液，对照组、模型组 ig 等体积生理盐水，1 次/d，

治疗 10 周，各组小鼠禁食不禁水 8 h，心脏采血，

剖取结直肠组织，用于组织病理学观察和后续实验。 

2.2  HE 染色和免疫组化法观察结直肠组织病理变化 

沿肠道纵轴解剖结直肠，计数结直肠肠腔内的

肿瘤数量和最大肿瘤直径。使用 HE 染色观察肠道

的病理变化。免疫组化染色观察 Ki67 和 p53 阳性

细胞比例，阳性为棕黄色，计算阳性面积占比。HE

及免疫组化均采集 100、400 倍图像。 

2.3  非靶向代谢组学分析 

2.3.1  样品的制备  将血液样本 1 500×g、4 ℃，离

心 15 min，获得血清。取 100 μL 血清，加入 400 μL

预冷甲醇-乙腈（1∶1）去除蛋白，14 000×g、4 ℃，

离心 20 min，取上清于真空离心机中干燥，干燥后

采用 100 μL 乙腈-水（1∶1）溶剂复溶，14 000×g、

4 ℃，离心 15 min，即得血清样品。 

2.3.2  色谱-质谱分析条件 

（1）色谱条件：HILIC 型色谱柱；柱温 25 ℃；

体积流量 0.5 mL/min；进样体积 2 μL；流动相为水＋

25 mmol/L 乙酸铵＋25 mmol/L 氨水（A）-乙腈（B）；

梯度洗脱：0～0.5 min，95% B；0.5～7.0 min，95%～

65% B；7.0～8.0 min，65%～40% B；8.0～9.0 min，

40% B；9.0～9.1 min，40%～95% B；9.1～12.0 min，

95% B。整个分析过程中样品置于 4 ℃自动进样器。 

（2）质谱条件：样品经 UHPLC 分离后，使用

AB SCIEX 质谱仪电喷雾电离（ESI）正负离子模

式进行分析。ESI 源参数 Gas1 和 Gas2 均 60 psi

（1 psi＝6.895 kPa），气帘气（CUR）30 psi，离子

源温度 600 ℃，喷雾电压（ISVF）±5 500 V。一

级质荷比检测范围 m/z 60～1 000，二级质荷比范

围 m/z 25～1 000，一级质谱扫描累积时间 0.20 s，

二级质谱扫描累积时间 0.05 s。二级质谱采用数据

依赖型采集（IDA），并通过峰强度筛选。去簇电

压（DP）±60 V，碰撞能量设置为（35±15）eV，

IDA 动态排除同位素离子范围 m/z 4，每次扫描采

集 10 个碎片图谱。 

2.3.3  代谢组学数据处理与分析  原始数据采用

XCMS 软件进行峰对齐、保留时间校正和提取峰

面积。对 XCMS 提取得到的数据首先进行代谢物

结构鉴定、数据预处理，然后通过 QC 样本总离

子流图（total ion chromatogram，TIC）比较进行

质控。通过比较 m/z（＜1×10−5）和内部对照品数

据库的 MS/MS 谱图进行代谢物鉴定。对于代谢物

数据进行正交偏最小二乘判别分析（orthogonal 

partial least squares discriminant analysis，OPLS-

DA）。在 OPLS-DA 中，通常变量重要性投影

（variable importance projection，VIP）值大于 1.0

被视为该变量对分类模型具有重要贡献的依据，

VIP＞1.0 及 P＜0.05 可以较好地控制假阳性和假

阴性结果[15-16]，本研究采用 VIP＞1.0 及 P＜0.05

作为阈值筛选差异代谢物。通过 KEGG 数据库富

集分析差异代谢物相关生物学途径。 

2.4  实时荧光定量 PCR 检测 

结直肠组织加入适量裂解液，快速样本处理器

匀浆 40 s，加入蛋白酶 K 10 μL，室温放置 5 min，
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离心后取上清经离心柱法提取 RNA，检测 RNA 完

整性、浓度及纯度，统一调整为 100 ng/μL 的 RNA

溶液，逆转录合成一链 cDNA，cDNA 置于−20 ℃

保存。采用 SYBR GREEN qPCR mix 进行 RT-qPCR，

Bio-Rad CFX96 实时 PCR 检测系统采集数据，以

GAPDH 为内参，采用 2−ΔΔCt 法计算鸟氨酸转氨甲酰

酶（ornithine transcarbamylase，OTC）、精氨酸酶 1/2

（arginase 1/2，ARG1/2）、一氧化氮合酶 2（nitric oxide 

synthase 2，NOS2）、精氨酸代琥珀酸裂解酶

（argininosuccinate lyase，ASL）mRNA 相对表达水

平。mRNA 引物由上海生工生物工程股份有限公司

合成，引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’-3’) 

OTC F: TTTTGGTGTGGGAAGCCAGT 

R: GCATCCCGAATTTTGCAGCA 

ASL F: TGCAGGGAAGCTACACACAG 

R: TCTTCTGGGGCATCAAGCTG 

ARG1 F: TGAGGAAAGCTGGTCTGCTG 

R: ATCACCTTGCCAATCCCCAG 

ARG2 F: GGCTACAGCTGTGTCACCAT 

R: ATCCAGAGCTGACAGCAACC 

NOS2 F: GCCAACATGCTACTGGAGGT 

R: GCAAAGAGGACTGTGGCTCT 

ASL F: GCATCTTCTTGTGCAGTGCC 

R: TACGGCCAAATCCGTTCACA 

GAPDH F: GGTTGTCTCCTGCGACTTCA 

R: TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC 

2.5  统计学分析 

采用 SPSS 26.0 软件进行分析，数据以 x s表

示。多组间差异采用单因素方差分析，满足正态分

布且方差齐的数据用 Bonferroni 检验进行组间两两

比较，方差不齐先用 Welch 检验进行总体均值比较，

再用 Dunnett’s T3 检验进行两两比较。 

3  结果 

3.1  对 APCmin/+小鼠肠道肿瘤数量、大小及病理变

化的影响 

如表 2、图 1-A 所示，模型组结直肠腔内可见

散在多发性肿瘤，肿瘤最大直径约 6 mm；与模型

组比较，小檗碱低、高剂量组小鼠结直肠腔内肿

瘤较少，肿瘤数量及最大直径显著降低（P＜0.01、

0.001）。如图 1-B 所示，模型组结肠组织明显受

损，结构紊乱，上皮增生明显，多为腺管样，局部

区域腺管呈分支样，具有组织异型性，增生区域

黏膜突出隆起；增生腺体排列紧密，间质较少或

基本消失，杯状细胞偶见或基本不见，腺腔内可

见嗜碱性黏液及坏死细胞碎片；局部区域上皮形

成小乳头突入腺腔，腔面不整齐；增生上皮排列

紊乱呈假复层或多层排列，胞核不规则，核质比

增大，核分裂象活跃；小檗碱低剂量组结肠组织

可见上皮腺管样增生，黏膜层轻微坏死伴炎细胞

浸润；小檗碱高剂量组结肠黏膜层、黏膜下层、肌

层结构清晰，分层明显，黏膜层上皮细胞形态正

常，未见明显变性、坏死或脱落；提示盐酸小檗

碱可减少肠道肿瘤非典型性增生和炎性细胞浸

润。如图 1-C、D 及表 1 所示，免疫组化结果、

表 2  小檗碱对 APCmin/+小鼠肠道肿瘤数量、直径及 ki67、p53 阳性率的影响 

Table 2  Effects of berberine on number and diameter of intestinal tumors, and positivity rates of ki67 and p53 in APCmin/+ 

mice 

分组 剂量/(mg·g−1) 肠道肿瘤/个 肠道最大肿瘤直/mm ki67 阳性率/% p53 阳性率/% 

对照 — — — 1.17±0.65 5.37±0.85 

模型 — 4.00±1.00### 4.67±0.58### 8.63±2.53### 18.94±5.00### 

小檗碱 50 1.00±1.00*** 1.00±1.00*** 4.41±0.59** 7.46±2.57** 

100 0.67±0.58** 1.00±1.00*** 3.93±1.22** 8.64±1.66** 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

表明 ki67 主要表达在细胞核，p53 主要表达在细

胞核、细胞浆；与对照组比较，模型组小鼠肠组织

ki67、p53 阳性表达量显著升高（P＜0.01）；与模

型组比较，小檗碱低、高剂量组小鼠结肠组织

ki67、p53 阳性表达量显著降低（P＜0.05）。 

3.2  代谢组学实验数据质控评价 

如图 2-A、B 所示，将 QC 样本 TIC 进行谱图

重叠比较，各色谱峰的响应强度和保留时间基本重

叠，说明在整个实验过程中仪器误差引起的变异较

小、实验结果可靠。 
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A-各组 APCmin/+小鼠肠道肿瘤数量与大小；B-HE 染色，黄色箭头代表结肠增生腺体排列紧密，蓝色箭头代表嗜碱性黏液，绿色箭头代表黏膜

及黏膜下层坏死伴炎细胞浸润；C-免疫组织化学染色检测 ki67 的阳性表达；D-免疫组织化学染色检测 p53 的阳性表达。 

A-number and size of intestinal tumors in APCmin/+ mice in each group; B-HE staining, yellow arrow represents tight array of colon hyperplastic glands, 

blue arrow represents basophilic mucus, and green arrow represents mucosal and submucosal necrosis with inflammatory cell infiltration; C-positive 

expression of ki67 was detected by immunohistochemical staining; D-positive expression of ki67 was detected by immunohistochemical staining. 

图 1  小檗碱对 APCmin/+小鼠肠道肿瘤数量、直径、HE 染色及 ki67、p53 阳性率的影响 

Fig. 1  Effects of berberine on number and diameter of intestinal tumors, HE and positive rates of Ki67 and p53 in APCmin/+ mice 

 

A-负离子模式；B-正离子模式。 

A-negative ion mode; B-positive ion mode. 

图 2  QC 样本 TIC 重叠谱图 

Fig. 2  Overlapping TIC chromatograms of QC samples 

3.3  APCmin/+小鼠与 C57BL/J 小鼠血清代谢成分

的差异 

使用非靶向代谢组学对小鼠血清样本进行分

析。OPLS-DA 显示，在正、负离子模式下对照组、

模型组代谢物有显著组间差异（图 3-A、B）。负离

子模式下有 74 种差异代谢物，其中 51 种上调、23  
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A-负离子模式下模型组 vs 对照组差异代谢物的 OPLS-DA 评分图；B-正离子模式下模型组 vs 对照组差异代谢物的 OPLS-DA 评分图；

C-正离子模式下模型组 vs 对照组中 20 种差异代谢物的表达差异倍数柱状图；D-负离子模式下模型组 vs 对照组中 20 种差异代谢物的

表达差异倍数柱状图。 

A-OPLS-DA score plot of differential metabolites between the model and control groups in negative ion mode; B-OPLS-DA score plot of differential 

metabolites between the model and control groups in positive ion mode; C-bar plot of fold changes in the expression of 20 differential metabolites between 

the model and control groups in positive ion mode; D-bar plot of fold changes in the expression of 20 differential metabolites between the model and 

control groups in negative ion mode. 

图 3  APCmin/+小鼠与普通小鼠血清代谢物的差异 

Fig. 3  Differences in serum metabolites between APCmin/+ mice and normal mice 

种下调；正离子模式下有 71 种差异代谢物，其中 42

种上调、29 种下调，图 3-C、D 分别展示了排名前

10 的差异代谢物。 

3.4  对 APCmin/+小鼠血清代谢物的影响 

OPLS-DA 显示，在正、负离子模式下模型组、

小檗碱组小鼠代谢物有显著组间差异（图 4-A、B）。

正离子模式下有 17 种差异代谢物，其中 5 种上调、

12 种下调；负离子模式下有 34 种差异代谢物，其

中 18 种上调、16 种下调，图 4-C、D 分别展示了排

名前 10 的差异代谢物。 

3.5  差异代谢物功能预测分析 

通过对正负离子模式筛选到的差异代谢物进行

KEGG 注释分析，探索差异代谢物相关途径。结果

显示，对照组与模型组间的差异代谢物被富集到代

谢途径、蛋白质消化吸收、氨基酸生物合成、精氨

酸生物合成等 30 种生物途径且均为上调（图 5-A），

小檗碱组与模型组组间的差异代谢物被富集到精氨

酸生物合成、氨基酸生物合成、蛋白质消化吸收、

A                                       B                                C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ponasterone A  

Xanthine  

Humulone  

DL-Glutamic acid  

N-acetyl-l-glutamate  

Microcystin lr  

N-isobutyrylglycine  

Hexanoylglycine  

Inosine  

N-[3-hydroxy-1-{[3.4.5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-yl]oxy}octadic-4-en-2-yl]hexadecanamide  

N-palmitoyl-d-sphingosine  

1-hexadecanoyl-2-sn-glycero-3-phosphate  

Linoleic acid  

Myristic acid  

(1-acetyloxy-3-hydroxy-6,8a-dimethyl-7-oxo-3-propan-2-yl-2,3a,4,8-tetrahydro-1h-azulen-4-yl) 4-hydroxybenzoate  

16,19,22,25,28,31-tetratriacontahexaenoic acid  

Beta-elemonic acid  

Cis-9-palmitoleic acid  

Meclofenamate  

4-methylphenol 

N-Palmitoylsphingosine  

Formononetin  

Hypoxanthine  

Serotonin  

L-Tryptophan  

2-(4-amino-1-piperidinyl) ethanol  

Nicotinamide n-oxide  

2-amino-1-phenylethanol  

Arg-Pro  

L-Histidine  

DL-phenylalanine  

gamma-aminobutyric acid  

Glu-Thr-Arg  

Ribothymidine  

Psychosine  

2-methylbutyryl-l-carnitine  

Glycerophosphocholine  

Linolenic acid  

N-acetyldihydrosphingosine  

Siduron 

20 

 

 

10 

 

 

0 

 

 

−10 

 

 

−20 

 

 

t0
[1

] 

−10       0       10 

t[1] 

模型 

对照 

30 

 

20 

 

10 

 

0 

 

−10 

 

−20 

 

−30 

 

t0
[1

] 

−15  −10  −5    0    5   10   15 

t[1] 

模型 

对照 

0    4    8 

log2(FC) 

−2.5       0.0     2.5       5.0 

log2(FC) 

D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

下调 

上调 

下调 

上调 



·7742· 中草药 2024 年 11 月 第 55 卷 第 22 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 November Vol. 55 No. 22 

   

 
A-负离子模式下小檗碱组 vs 模型组差异代谢物的 OPLS-DA 评分图；B-正离子模式下小檗碱组 vs 模型组差异代谢物的 OPLS-DA 评分图；C-

正离子模式下小檗碱组 vs 模型组中 15 种差异代谢物的表达差异倍数柱状图；D-负离子模式下小檗碱组 vs 模型组中 20 种差异代谢物的表达差

异倍数柱状图。 

A-OPLS-DA score plot of differential metabolites between the BBR and MOD groups in negative ion mode; B-OPLS-DA score plot of differential 

metabolites between the BBR and model groups in positive ion mode; C-bar plot of fold changes in the expression of 20 differential metabolites between 

the BBR and model groups in negative ion mode; D-bar plot of fold changes in the expression of 15 differential metabolites between the BBR and model 

groups in positive ion mode. 

图 4  小檗碱对 APCmin/+小鼠血清代谢物的影响 

Fig. 4  Effect of BBR on serum metabolites in APCmin/+ mice

2-氧羧酸代谢等 15 种生物途径且均为上调（图 5-

B），精氨酸生物合成均可被对照组与模型组、小檗

碱组与模型组的差异代谢物富集。对精氨酸生物合

成相关差异代谢物的表达绘制热图，显示相关性分

析显示，与对照组比较，模型组小鼠血清 DL-谷氨

酸、L-瓜氨酸、N-乙酰-L-谷氨酸、N-α-乙酰-L-鸟氨

酸、尿素上调，谷酰胺下调（图 5-C）；与模型组比

较，小檗碱治疗后下调了小鼠血清 DL-谷氨酸、L-

瓜氨酸、N-乙酰-L-谷氨酸、N-α-乙酰-L-鸟氨酸水平

（图 5-D），推测小檗碱可能通过调节精氨酸生物合

成途径发挥对 CRA 的作用。 

3.6  对精氨酸合成与代谢相关 mRNA 表达的影响 

在代谢组学明确小檗碱对精氨酸生物合成

具有调控作用的基础上，进一步通过 RT-qPCR 探
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索小檗碱对 APCmin/+小鼠结直肠组织中精氨酸合

成与代谢关键基因表达的影响。结果显示，模型

组小鼠肠道中 OTC 的 mRNA 表达水平下降（P＜

0.001），ARG1、ARG2、NOS2 的 mRNA 表达增

加（P＜0.001）；而小檗碱治疗可以恢复 OTC 的

表达、抑制 ARG1、ARG2、NOS2 的 mRNA 表达

水平（P＜0.001，图 6-A～C、E）。模型组 ASL 

mRNA 表达水平高于对照组和 BBR 低、高剂量

组，但仅与低剂量组有统计学差异（P＜0.01，图

6-D）。 

 
A-模型组 vs 对照组差异代谢物的 KEGG 富集分析气泡图；B-小檗碱组 vs 模型组差异代谢物的 KEGG 富集分析气泡图；C-模型组 vs 对照组中

被富集到精氨酸合成途径的差异代谢物表达热图；D-小檗碱组 vs 模型组中被富集到精氨酸合成途径的差异代谢物表达热图。 

A-bubble plot of KEGG enrichment analysis for differential metabolites between the model and control groups; B-bubble plot of KEGG enrichment 

analysis for differential metabolites between the BBR and model groups; C-heatmap of differential metabolite expression enriched in the arginine 

biosynthesis pathway in the model vs control comparison; D-heatmap of differential metabolite expression enriched in the arginine biosynthesis pathway 

in the BBR vs model comparison. 

图 5  KEGG 分析差异代谢物涉及的生物学过程 

Fig. 5  KEGG analysis of biological processes involving differential metabolites 

 
与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 6  小檗碱调控小鼠肠道精氨酸合成与代谢途径关键基因表达 ( x s , n = 6)  

Fig. 6  BBR regulates expression of key genes involved in arginine biosynthesis and metabolic pathways in mice colorectal 

( x s , n = 6)
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4  讨论 

本研究给予高脂喂养的 APCmin/+小鼠小檗碱治

疗 10 周，发现小檗碱可以减少小鼠结直肠肿瘤数

量和体积，小檗碱治疗后可以改善肠道非典型增生

和炎性细胞浸润程度，抑制 p53 和 ki67 阳性表达。

血清非靶向代谢组学分析结果发现，与对照组比较，

模型组中 DL-谷氨酸、L-瓜氨酸、N-乙酰-L-谷氨酸、

N-α-乙酰-L-鸟氨酸表达均上调，而小檗碱治疗后上

述代谢物表达下调，KEGG 通路富集分析提示精氨

酸生物合成途径是最相关的生物途径。RT-qPCR 检

测进一步证实，模型组小鼠肠道中 OTC 的 mRNA

表达水平下降，ARG1、ARG2、NOS2 的 mRNA 表

达增加；而小檗碱各剂量组可以恢复 OTC 的 mRNA

表达水平、抑制 ARG1、ARG2 和 NOS2 的 mRNA 表

达水平。提示小檗碱抑制 APCmin/+小鼠结直肠肿瘤

形成可能与调节精氨酸合成与代谢相关。 

精氨酸是一种组成人体蛋白质的半必需氨基

酸，同时也是一氧化氮、多胺、肌酸等重要代谢物

质合成的重要底物，在肿瘤代谢中具有重要作用。

一方面，癌细胞因其快速生成导致精氨酸等氨基酸

代谢需求明显增加，阻止氨基酸合成能够有效延缓

肝癌、CRC 等恶性肿瘤的进展[17]。另一方面，精氨

酸还与肿瘤细胞的免疫逃逸有关。 

肿瘤细胞能够通过调节精氨酸的代谢来抑制免

疫细胞的活性，影响 NK 细胞及 T 细胞的生长和增

殖，促进免疫抑制性肿瘤微环境的形成，导致免疫

逃逸[18-19]。精氨酸剥夺疗法通过精氨酸降解酶将循

环精氨酸降解，营造精氨酸缺乏环境，已被证实对

多种恶性肿瘤具有治疗效果[20-21]。通常情况下精氨

酸由精氨酸转运蛋白（cationic amino acid transporte，

CAT）转运至细胞内或经瓜氨酸转化（尿素循环）

合成。细胞内游离的氨与二氧化碳结合生成氨甲酰

磷酸，氨甲酰磷酸与线粒体内的鸟氨酸在 OTC 的

催化下反应生成瓜氨酸，瓜氨酸被运输到线粒体外

并与天冬氨酸结合，形成精氨酸琥珀酸，然后经

ASL 作用裂解成精氨酸和瓜氨酸，而精氨酸在 ARG

作用下分解为尿素和再生鸟氨酸，尿素排除体外，而

鸟氨酸进入循环[22]。此外，精氨酸在 NOS 的催化

下，也可直接转化成一氧化氮和瓜氨酸[23]。精氨酸

合成与代谢异常是 CRC 的重要特征。首先，CRC 细

胞系无法在无精氨酸培养基中增殖，并且精氨酸剥

夺或沉默 ASL 等精氨酸合成关键酶表达也可以减

小 HCT116 皮下注射所致的肿瘤体积，证实了精氨

酸是 CRC 细胞增殖与生长的必需[24-25]。其次，调节

精氨酸代谢具有延缓动物模型的肿瘤进展，Zell J A

等人[26]发现膳食补充精氨酸增加了 APCmin/+小鼠的

高级别结肠腺瘤发生率，而抑制精氨酸脱羧酶

（arginine decarboxylase，ADC）表达能够削弱精氨酸

的促肿瘤作用；细胞缺乏 OTC 导致精氨酸合成障碍，

而 OTC 在 CRC 中基本不表达，因此更加依赖于外源

性补充的精氨酸，精氨酸剥夺可以减缓 CRC 小鼠体

内的癌细胞生长[27]；二甲双胍可以抑制 HCT116 荷瘤

裸鼠的肿瘤生长，还增加了 HCT116 移植瘤体和结直

肠癌细胞系中 AMPK 和 p53 表达，降低了 CPS1、

ARG1、OTC、ODC 等尿素循环酶表达[28]。最后，临

床研究发现，高水平精氨酸能够促进 CRA 癌变和

CRC 不良预后的发生，CRC 患者和健康对照组的血

清代谢谱存在明显差异，富集分析发现与精氨酸生物

合成途径的相关性最大[29]；与高级别瘤变的 CRA 患

者比较，CRC 患者血清精氨酸水平明显升高，而瓜

氨酸/精氨酸、鸟氨酸/精氨酸的值显著降低，这 2 个

值可以作为 NOS 和 ARG 的活性的标志[30]；CRC 患

者的血清 NO 水平明显高于 CRA，调节 NO、NOS

能够阻断 CRA 向 CRC 进展，而研究表明给予 CRA

患者 L-精氨酸后血清中 NO、iNOS 水平也有显著升

高[31]；Zell 等[26]发现精氨酸摄入量高的 CRC 患者

的总体生存率下降、死亡风险均有增加；Meng 等[31]

发现 OTC、ASL 高表达与直肠癌患者低生存率相

关，而上调抑癌基因 p53 可诱导 ARG1、OTC、ODC1

的表达下调。 

精氨酸与 CRA 癌变、CRC 进展密切相关，抑

制精氨酸的合成可能是 CRC 防治新的干预途径。

本研究通过非靶向代谢组学发现小檗碱能调节

APCmin/+小鼠精氨酸合成途径的血清代谢物的水

平，RT-qPCR 发现小檗碱还能调控 APCmin/+小鼠肠

道精氨酸代谢的关键基因表达水平。从代谢组学和

分子生物学 2 种角度证实了小檗碱对 APCmin/+小鼠

肠道肿瘤的疗效与调节精氨酸合成途径有关。然而，

本研究仅观察了小檗碱对肠道组织基因表达的影

响，关于小檗碱调节精氨酸代谢关键基因的机制仍

需进一步探索。 
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