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摘 要 目的：初步研究美洲大蠊提取物CⅡ-3对上皮肿瘤细胞MFC荷瘤小鼠的抑瘤机制。方法：将Balb/c小鼠随机分为模型组

（生理盐水20 mL/kg）和CⅡ-3组（200 mg/kg），每组6只。在小鼠右侧腋下注射MFC细胞悬液0.2 mL后，于次日灌胃相应药物，每

日 1次，连续 10 d。末次给药 24 h 后，在测量瘤体大小的基础上，采用氢-1核磁共振技术（1H-NMR）并结合非监督型主成分分析

（PCA）、监督型偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）和正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA），比较两组荷瘤小鼠肝组织的代谢

谱并分析差异性代谢物，探索CⅡ-3抑瘤作用的潜在机制。结果：与模型组比较，CⅡ-3组荷瘤小鼠的瘤体明显减小；两组小鼠的
1H-NMR图谱存有差异；结合非监督型PCA、监督型PLS-DA、OPLS-DA结果，共确定了肝组织潜在差异性代谢物6个，分别为糖原

（升高）、丙酮酸（降低）、精氨酸（降低）、羟脯氨酸（升高）、肌苷（升高）、烟酰胺（升高），主要归属于精氨酸代谢、能量代谢和核酸代

谢。结论：CⅡ-3对MFC荷瘤小鼠的抑瘤作用可能与调节精氨酸代谢、能量代谢和核酸代谢有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To preliminarily study the antitumor mechanism of Periplaneta americana extract CⅡ -3 on MFC

tumor-bearing mice. METHODS：Balb/c mice were randomly divided into model group（normal saline 20 mL/kg）and CⅡ-3 group

（200 mg/kg），with 6 mice in each group. MFC cell suspension（0.2 mL）was injected under the right armpit of mice. On the next

day，mice were given relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 10 d. 24 h after the last administration，Based

on the measurement of tumor size， 1H-NMR technology combined with unsupervised PCA，supervised PLS-DA and OPLS-DA

were used to compare metabolic spectrum of liver tissue from tumor-bearing mice of 2 groups，to analyze differential metabolites

and to explore the potential antitumor mechanism of C Ⅱ -3. RESULTS：Compared with model group，the tumor body was

significantly reduced in tumor-bearing mice of C Ⅱ -3 group.

There were differences in 1H-NMR spectra between the 2

groups. According to unsupervised PCA，supervised PLS-DA

and OPLS-DA，totally six potential differential metabolites，as

glycogen （increased），pyruvate （decreased），arginine （de-

creased）， hydroxyproline （increased）， inosine （increased）

and niacinamide （increased）， were identified in the liver
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恶性肿瘤的病死率高、患者预后差，严重威胁人类

健康，给患者及其家属带来了严重的经济和精神负担。

胃癌是世界上较为严重的恶性肿瘤之一，其病死率位居

全球第3位[1]。目前，对于肿瘤的治疗方法以传统化疗、

放疗和手术等为主，但传统放化疗方法疗效有限，且毒

副作用较大，可造成机体免疫监视和免疫防御减弱

等[2]。因此，寻找新的肿瘤治疗药物显得尤为迫切。

近年来，代谢组学作为一种新兴的组学技术，已成

功地应用于各种系统生物学研究领域，通过分析疾病治

疗过程中生物体内发生的代谢物和代谢通路改变，从整

体角度研究生物体的功能水平[3]。核磁共振（NMR）技

术具有高通量、无创性以及重现性好、前处理简单等优

点[4]，以氢-1核磁共振技术（1H-NMR）为基础的代谢组学

技术已广泛应用于癌症生物标志物的鉴定、监测以及抗

癌药物的研发[5]。

美洲大蠊[Periplaneta americana（L.）]为昆虫纲蜚蠊

目蜚蠊科昆虫的干燥全体。现代药理研究表明，美洲大

蠊在抗肿瘤、增强机体免疫、护肝、促进组织修复和抗菌

等方面均具有较强的作用[6]。美洲大蠊提取物CⅡ-3是

从美洲大蠊粉末中提取的以肽类为主的混合物[2]。本课

题组前期的研究表明，CⅡ-3对小鼠胃癌细胞MFC的生

长具有一定的抑制作用[2]，但其抗肿瘤物质基础及作用

机制尚需深入探讨。基于此，本研究从代谢组学角度出

发，借助 1H-NMR技术对比分析给予CⅡ-3前后MFC荷

瘤小鼠肝组织中的内源性差异性代谢物，探索CⅡ-3对

MFC 荷瘤小鼠的潜在抑瘤作用机制，以期为进一步

明确 CⅡ-3的抑瘤机制提供参考。

1 材料

1.1 仪器

Ascend 800 MHz NMR 仪（瑞士 Bruker 公司）；

MCO-18AIC 型 CO2培养箱（日本 Sanyo 公司）；Miccra

D-1型组织破碎仪[迈卡莱客（广州）工业技术有限公

司]；Sigma 3-15型低温高速离心机（希格玛实验室离心

机公司）；Labconco CentriVap 型真空离心浓缩仪（北京

照生行仪器设备有限公司）；GOLD-SIM 型冷冻干燥

机[金西盟（北京）仪器有限公司]。

1.2 药品与试剂

CⅡ-3由大理大学云南省昆虫生物医药研发重点实

验室提供，经鉴定其中 66％～67％为小分子肽类物质；

RPMI 1640完全培养基、胎牛血清（FCS）均购自美国

Gibco 公司 ；生理盐水由本实验室自制 ；K2HPO4、

NaH2PO4、甲醇等试剂均为分析纯，水为蒸馏水。

1.3 细胞

MFC细胞取自 615小鼠胃癌组织，呈贴壁生长，购

自中国科学院细胞库。

1.4 动物

SPF级Balb/c小鼠，雌性 8只、雄性 4只，6～8周龄，

体质量20 g左右，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，动物使用许可证号：SYXK（湘）2016-0002。所有小

鼠均饲养于大理大学清洁级实验室内，给予标准饮食和

清洁用水，在平均温度为（20±2）℃、相对湿度为（55±

5）％条件下适应性喂养1周。

2 方法

2.1 MFC细胞体外培养

取 MFC 细胞，常规复苏，用含 10％FCS 的 RPMI

1640完全培养基于37 ℃、5％CO2条件下培养；取对数生

长期的细胞，以磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）调整细胞密

度至1×107 mL－1，备用。

2.2 分组、造模与给药

将小鼠随机分为模型组和CⅡ-3组，每组6只（雌性

4只、雄性2只），用75％乙醇消毒小鼠右侧腋下，棉球擦

干后皮下注射“2.1”项下MFC细胞悬液0.2 mL，于接种后

次日开始给药，给药剂量依据前期研究设置，模型组小

鼠灌胃等体积生理盐水，CⅡ-3组小鼠灌胃CⅡ-3（200

mg/kg），给药体积均为20 mL/kg，每日1次，连续10 d。

2.3 样品的收集与处理

末次给药 24 h后，颈椎脱臼处死各组小鼠，迅速剥

离瘤体，测量大小，并分离肝组织。取肝组织0.1 g，加入

67％冰甲醇中，匀浆，在 4 ℃下以 12 000 r/min 离心 10

min，取上清液，真空浓缩4 h，冷冻干燥24 h，制成冻干粉，

再加入 0.1 mol/L K2HPO4/NaH2PO4缓冲液（pH 7.4）650

μL，涡旋混匀，在4 ℃下以12 000 r/min离心10 min，取上

清液550 μL，置于－80℃冰箱保存，用于 1H-NMR检测。

2.4 1H-NMR图谱采集与分析

采用NMR仪采集各组每只小鼠的肝图谱，谱宽为

20 ppm，采样点数为 32 K，采样时间为 1.64 s，累计 64

次。所有图谱均采用Topspin 3.1软件进行傅里叶转换，

并进行手动相位、基线校正，以 3-（三甲基甲硅烷基）氘

代丙酸钠（TSP）[化学位移（δ）＝0]为标准对谱图进行化

学位移的校正。应用AMIX 3.8软件去除水峰区域，并

对图谱进行分段积分，将产生的所有积分数据进行归一

化处理。归一化后的数据导入SIMCA-P 13.0软件，进行

多元统计分析，包括非监督型主成分分析（PCA）、监督

tissue，which were mainly attributed to the metabolism of arginine，energy and nucleic acid. CONCLUSIONS：The antitumor

effect of CⅡ-3 may be related to the regulation of arginine metabolism，energy metabolism and nucleic acid metabolism.

KEYWORDS Periplaneta americana extract CⅡ-3；MFC cell line；Metabolomics；1H-NMR；Mice
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型偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）和正交偏最小二

乘法-判别分析（OPLS-DA），其中非监督型PCA可用以

绘制所有样品的 1H-NMR代谢轮廓；监督型 PLS-DA可

用以分析NMR数据（X变量）和分组信息（Y变量）之间

的相关性，可通过 200次置换试验对模型的有效性进行

验证；OPLS-DA则有助于辨别不同组间的主要代谢物，

最大化地反映模型内部不同组别之间的差异，以寻找出

具有特征性的差异性代谢物[7]。根据OPLS-DA的相关

系数结果，通过 Pearson 相关系数（r）显著性差异检测，

确定|r|＝0.754（n＝6）作为代谢物变化是否具有显著性

差异的阈值（P＜0.05），即当 r＞0.754或 r＜－0.754时，

该代谢物组间比较差异有统计学意义[7]；在此基础上，结

合人类代谢组数据库（HMDB）和相关文献 [8-11]，最终确

定差异性代谢物。

3 结果

3.1 CⅡⅡ-3对MFC荷瘤小鼠瘤体的影响

与模型组比较，CⅡ-3组荷瘤小鼠的瘤体明显减小，

详见图1。

模型组

CⅡ-3组

图1 两组荷瘤小鼠瘤体的照片

Fig 1 Photographs of tumor body in tumor-bearing mice of 2 groups

3.2 小鼠肝组织的 1H-NMR图谱分析

两组小鼠的 1H-NMR图谱存在一定差异。依据δ值、

HMDB和相关文献[8-11]对上述代谢进行分析，共指认出6

个潜在的差异性代谢物，分别为精氨酸、羟脯氨酸、糖

原、丙酮酸、肌苷、烟酰胺，涉及精氨酸代谢、能量代谢和

核酸代谢。两组荷瘤小鼠肝组织的 1H-NMR 图谱见

图2。

3.3 小鼠肝组织 1H-NMR的多元统计分析

3.3.1 非监督型PCA分析 非监督型PCA分析散点图

见图3。由图3 可见，模型组和CⅡ-3组均呈现出良好的

聚类趋势，说明模型组与CⅡ-3组小鼠整体代谢轮廓可

很好的区分。模型的质量可以R2X和Q2进行评价，其中

R2X表示可解释变量，Q2表示模型的可预测度[7]。非监督

型PCA模型拟合参数（R2X）为0.73，Q2为0.58，表明建立

的数据模型比较可靠[7]。

3.3.2 监督型PLS-DA分析 监督型PLS-DA数据模型

的 200 次置换检验图见图 4。由图 4 所示，R2＝（0，

0.785），Q2＝（0，－0.085 1），图中累积的R2、Q2均小于原

始值，且Q2在Y轴上有负截距，提示数据模型成立且有

较好的预测能力[7]。

3.3.3 OPLS-DA 分析 OPLS-DA 分析散点图见图 5。

图2 两组荷瘤小鼠肝组织的 1H-NMR图谱

Fig 2 1H-NMR spectra of liver tissue in tumor-

bearing mice of 2 groups
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图3 非监督型PCA分析散点图

Fig 3 Unsupervised PCA analysis scatter diagram
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由图5可见，模型组与CⅡ-3组沿1.000 04＊t[1]轴分开，

组间区分明显，表明两组小鼠存在代谢差异。OPLS-DA

数据模型的主要参数如下：R2X＝0.808，R2Y＝0.999，

Q2＝0.954，从上述参数可知，本研究建立的模型具有较

高的可靠性 [7]。OPLS-DA 数据模型的 S-plot 载荷图

（S-plot载荷图能够可视化代谢物与模型之间的协方差

和相关性，反映组间差异的贡献程度[12]）见图 6。由图 6

可见，远离原点的变量对组间差异有显著贡献。

3.4 差异性代谢物的确定

根据 OPLS-DA 分析结果并结合 HMDB 和相关文

献[8-11]，进一步确定了两组荷瘤小鼠肝组织代谢谱中有6

个潜在差异性代谢物，详见表 1。这 6个差异性代谢物

主要归属于精氨酸代谢、能量代谢和核酸代谢，其代谢

通路图见图7。

4 讨论

肿瘤的发生和进展往往伴随着体内内源性代谢物

的变化，而代谢组学可通过检测生物过程的最终产物来

监测所有代谢影响因素的整体结果，因此越来越多的研

究者利用代谢组学技术来监测肿瘤细胞的代谢过程，分

析识别在肿瘤发生和进展过程中体内内源性代谢物的

改变和相关代谢通路的变化[13-14]。肿瘤的生长对肝、脾、

肺、肾、心脏等许多非累及器官的代谢功能均会产生影

响。其中，肝是机体内源性和外源性物质代谢和沉积的

重要器官，当其受到损伤时，会造成相关代谢网络变化，

并引起全身代谢紊乱[12]；同时，肝是胃癌血行转移最常

见的部位，胃癌的肝转移可在胃癌患者中得到同步诊

断[15]。因此，本研究选择肝作为检测样品，借助 1H-NMR

技术比较给予CⅡ-3前后MFC荷瘤小鼠肝组织的代谢

谱，结合非监督型PCA、监督型PLS-DA和OPLS-DA多

元统计分析确定CⅡ-3干预MFC荷瘤小鼠后肝组织中

的潜在差异性代谢物及其代谢通路，初步探索CⅡ-3抗

表1 两组荷瘤小鼠肝组织代谢谱中6个差异性代谢物

及其变化

Tab 1 Six differential metabolites and their changes

in the metablism of liver tissue in tumor-

bearing mice of 2 groups

序号
1

2

3

4

5

6

代谢物（英文名称）

精氨酸（Arginine）

羟脯氨酸（Hydroxyproline）

糖原（Glycogen）

丙酮酸（Pyruvate）

肌苷（Inosine）

烟酰胺（Niacinamide）

分子式
C6H14N4O2

C5H9NO3

C24H42O21

C3H4O3

C10H12N4O5

C6H6N2O

δ（峰数），ppm

3.78（m）

4.66（m）

3.59（m）；5.41（m）

2.41（s）

6.10（d）

8.94（s）；8.72（d）

CⅡ-3组vs. 模型组
降低
升高
升高
降低
升高
升高

文献
[8]

[9]

[8]

[10]

[11]

[11]

图7 肝组织中差异性代谢物的代谢通路

Fig 7 Metabolic pathways of differentially metabo-

lites in liver tissue
注：“↑”代表给予CⅡ-3后代谢物水平升高；“↓”代表给予CⅡ-3

后代谢物水平降低

Note：“↑”means that the level of metabolites is increased after ad-

ministration of CⅡ -3；“↓”means that the level of metabolites is de-

creased after administration of CⅡ-3
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肿瘤的作用机制。

本研究结果显示，与模型组比较，CⅡ-3组小鼠的瘤

体明显变小，结果与本课题组前期研究结果（CⅡ-3能抑

制 MFC 细胞生长）一致 [2]。代谢组学结果显示，CⅡ-3

可降低精氨酸、丙酮酸水平，升高糖原、羟脯氨酸、肌苷、

烟酰胺水平，提示CⅡ-3的抗肿瘤作用可能与调节机体

精氨酸代谢、能量代谢和核酸代谢有关。

4.1 精氨酸代谢

精氨酸是人类硝酸盐生物合成的前体物质，同时也

参与了氧化亚胺反应态氮中间体的形成，可促进 DNA

损伤和细胞凋亡[16]。有研究报道，精氨酸可通过增强机

体免疫功能来抑制肿瘤细胞生长，其机制可能为：（1）精

氨酸调节T细胞代谢，提高自然杀伤细胞的活性，促进

巨噬细胞的激活和吞噬以提高宿主的免疫功能，增强抗

肿瘤活性并提高宿主存活率；（2）通过一氧化氮途径提

升巨噬细胞内的环磷酸腺苷（cAMP）水平，调节细胞免

疫反应[17]；此外，精氨酸也可通过抑制抗凋亡因子Bcl-2

的表达而显著抑制胃癌细胞的生长[18]。Jung J等[16]研究

结果表明，精氨酸在胃癌患者体内的表达水平较高，而

在术后预后良好的患者体内表达下降，与本研究结果

一致。

脯氨酸与羟脯氨酸等氨基酸是胶原蛋白富含的氨

基酸，羟脯氨酸是一种非必需氨基酸，可由脯氨酸羟化

而来，是由胶原和弹性蛋白等结缔组织蛋白质水解得到

的一种氨基酸，其含量变化是衡量机体胶原组织代谢的

重要指标。Tsai CK等[19]研究发现，胃癌患者肿瘤组织中

的脯氨酸水平降低。在本研究中，与模型组比较，CⅡ-3

组荷瘤小鼠肝组织中羟脯氨酸水平上调，提示CⅡ-3给

药后精氨酸水平降低、羟脯氨酸水平升高，表明CⅡ-3可

能通过调节精氨酸代谢抑制肿瘤细胞增殖。

4.2 能量代谢

肝是储存糖原的重要器官，糖原是葡萄糖的聚合

物，是动物体内碳水化合物的主要储存方式，丙酮酸是

糖酵解的中间产物。有研究报道，肿瘤细胞的Warburg

效应可引起丙酮酸水平升高 [20]。Zhang HL 等 [21]采用

NMR代谢组学技术分析发现，胃癌患者肿瘤组织中丙酮

酸水平升高。在本研究中，与模型组相比，CⅡ-3组荷瘤

小鼠肝组织中糖原水平升高、丙酮酸水平降低，说明能量

代谢发生了变化。CⅡ-3给药后丙酮酸水平的降低提示

糖酵解过程受到抑制，即CⅡ-3可能通过抑制糖酵解、调

节能量代谢来发挥其抗肿瘤作用。

4.3 核酸代谢

肌苷参与了体内核酸代谢、能量代谢和蛋白质合成

等过程，可以直接透过细胞膜进入体细胞，活化丙酮酸

氧化酶类，从而使处于低能缺氧状态下的细胞恢复正

常[22]。此外，肌苷是一种天然抗氧化剂，可以减少活性

氧的生成，保护 DNA 免受活性氧物质诱导的氧化损

伤[23]，并有助于受损肝细胞功能的恢复[24]。

烟酰胺是烟酸的酰胺形式，在糖酵解、柠檬酸循环

和线粒体电子传递等基础能量代谢中具有不可或缺的

作用[25]。烟酸在体内可经过一系列反应合成烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（NAD+），靶向NAD+代谢可能抑制多种肿

瘤的发生和进展，包括增殖、存活、代谢适应、侵袭、与肿

瘤细胞微环境的异型相互作用以及DNA维持和修复在

内的应激反应等[26]。姚珂[27]基于超高效液相色谱-质谱

联用技术分析了胃癌组织及癌旁组织的代谢差异，结果

显示，肿瘤细胞的快速增殖及消耗能量可能导致胃癌组

织的烟酰胺水平低于癌旁组织。在本研究中，CⅡ-3组

荷瘤小鼠肝提取物中肌苷和烟酰胺水平升高，提示 C

Ⅱ-3可能通过调节核酸代谢而抑制肿瘤细胞的生长。

4.4 不足

本研究尚有一些可改进的方面。首先，依据本课题

组前期的研究结果，本研究暂只设计了MFC荷瘤小鼠

模型组和CⅡ-3组两组，后续将增设正常对照组，以综合

分析正常对照组、模型组和CⅡ-3组受试动物的差异性

代谢物，以期更直观、全面地反映CⅡ-3可能的抗肿瘤作

用机制。其次，本研究仅对MFC荷瘤小鼠和经CⅡ-3干

预10 d的荷瘤小鼠的肝组织代谢物的变化进行了比较，

后续实验可以考虑设置多个时间点收集肝组织样品，对

其代谢物进行动态分析，从而得到更全面的代谢物变化

信息。此外，本研究仅选用了 1 H-NMR技术进行分析，

后续研究可结合其他代谢组学技术，如液质联用

（LC-MS）、气质联用（GC-MS）等，以进一步验证本文

结果。

5 结语

CⅡ-3给药后，MFC荷瘤小鼠肝组织中多种代谢物

水平发生变化，提示CⅡ-3的抗肿瘤作用可能与调节精

氨酸代谢、能量代谢和核酸代谢有关，为后续研究提供

了理论依据。

（作者厉颖和陶柱萍对本文有同等贡献）
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