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健脾消癌方调控 iNOS-ARG1 轴诱导线粒体功能障碍抑制
结肠癌进展
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［摘 要］ 目 的 ：探讨健脾消癌方通过调控诱导型一氧化氮合酶 -精氨酸酶 1（iNOS-ARG1）代谢轴，诱导线粒体活性氧

（mito-ROS）介导的线粒体结构与功能障碍，从而抑制结肠癌进展的机制。方法：采用人重组干扰素 -γ（IFN-γ，10 μg·L-1）与
N（ω）-羟基-L-精氨酸（Nor-NOHA，200 μmol·L-1）联合干预 24 h 构建人结肠癌 HCT116 细胞精氨酸代谢紊乱模型，随后分别给

予 5%、10%、20% 健脾消癌方含药血清干预。采用细胞增殖检测计数试剂盒 8（CCK-8）、5-乙炔基-2′-脱氧尿苷（EdU）染色、克

隆形成实验检测细胞增殖；Transwell小室实验和划痕实验评估侵袭与迁移；JC-1 与 MitoSOX 染色评估线粒体膜电位与活性氧

（ROS）水平；透射电镜（TEM）观察线粒体超微结构；蛋白免疫印迹法（Western blot）与免疫荧光分析 iNOS、ARG1 及线粒体动

力学蛋白融合蛋白 2（MFN2）与动力相关蛋白 1（DRP1）表达；比色法/酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测 L-精氨酸、瓜氨酸与尿

素水平。结果：与空白组比较，模型组 iNOS 表达明显上调、ARG1 下调，ARG1-iNOS 下降，L-精氨酸和尿素含量下降、瓜氨酸水

平升高（P<0.05）；同时 mito-ROS 积聚显著增强，JC-1 红/绿比值降低，线粒体出现肿胀与嵴断裂，提示代谢紊乱可诱发线粒体

损伤。与模型组比较，健脾消癌方各剂量组均可进一步下调 ARG1/iNOS，增强一氧化氮（NO）及其反应性氮物质积聚，L-精氨

酸和尿素水平进一步下降、瓜氨酸显著升高（P<0.01）；细胞 EdU 阳性率、克隆形成率、划痕愈合率及 Transwell穿膜数均随含药

血清浓度升高而显著下降（P<0.01）；mito-ROS 水平升高，JC-1 红/绿比值进一步下降。TEM 显示线粒体肿胀和空泡化加剧，

MFN2 蛋白表达下调、DRP1 上调（P<0.01），呈剂量依赖性。结论：健脾消癌方可在精氨酸代谢失衡基础上进一步激活 NO 主导

的氧氮应激，诱导线粒体 ROS 积聚、膜电位崩解及动力失衡，抑制结肠癌细胞增殖与迁移，揭示了其“代谢-线粒体”协同靶向的

抗癌机制。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the mechanism by which Jianpi Xiao'ai prescription （JPXAP） inhibits colorectal 

cancer progression by regulating the inducible nitric oxide synthase-arginase 1 （iNOS-ARG1） metabolic axis and inducing 

mitochondrial reactive oxygen species （mito-ROS）-mediated mitochondrial structural and functional impairment. Methods：： An 

arginine metabolism disorder model of human colorectal cancer HCT116 cells was established by combined treatment with 

recombinant human interferon- γ （IFN- γ， 10 μg·L-1） and N（ω）-hydroxy-L-arginine （Nor-NOHA， 200 μmol·L-1） for 24 h， 

followed by intervention with 5%， 10%， or 20% JPXAP-containing serum. Cell proliferation was assessed using cell counting kit-8 

（CCK-8）， 5-ethynyl-2′-deoxyuridine （EdU） staining， and colony formation assays. Cell invasion and migration were evaluated 

using Transwell chamber and wound healing assays. Mitochondrial membrane potential （MMP） and ROS levels were assessed by 

JC-1 and MitoSOX staining， respectively. Mitochondrial ultrastructure was observed by transmission electron microscopy （TEM）. 

The expression of iNOS， ARG1， and mitochondrial dynamics-related proteins， including mitofusin 2 （MFN2） and dynamin-

related protein 1 （DRP1）， was analyzed by Western blot and immunofluorescence. The levels of L-arginine， citrulline， and urea 

were determined by colorimetric methods and enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. Results：： Compared with the blank 

group， the model group exhibited significantly upregulated iNOS expression， downregulated ARG1 expression， a decreased ARG1/

iNOS ratio， reduced L-arginine and urea levels， and increased citrulline levels （P<0.05）. Meanwhile， mito-ROS accumulation was 

significantly increased， the JC-1 red/green fluorescence ratio was decreased， and mitochondria showed swelling and cristae 

disruption， indicating that metabolic disorder induced mitochondrial injury. Compared with the model group， all JPXAP-treated 

groups further decreased the ARG1/iNOS ratio， enhanced nitric oxide （NO） and reactive nitrogen species accumulation， further 

reduced L-arginine and urea levels， and increased citrulline levels （P<0.01）. EdU-positive rate， colony formation rate， wound 

healing rate， and Transwell invasion number all decreased significantly with increasing serum concentration （P<0.01）. Mito-ROS 

levels were further elevated， and the JC-1 red/green ratio further decreased. TEM revealed aggravated mitochondrial swelling and 

vacuolization. MFN2 expression was downregulated and DRP1 expression was upregulated （P<0.01），in a dose-dependent manner. 

Conclusion：： JPXAP further activates NO-mediated oxidative/nitrosative stress under arginine metabolism imbalance， inducing 

mito-ROS accumulation， MMP collapse， and mitochondrial dynamics imbalance， thereby inhibiting colorectal cancer cell 

proliferation and migration. These findings reveal an antitumor mechanism of JPXAP based on coordinated targeting of the 

"metabolism-mitochondria" axis.

［［Keywords］］ Jianpi Xiao'ai prescription； colorectal cancer； inducible nitric oxide synthase-arginase 1 （iNOS-ARG1）； 

arginine metabolism； mitochondrial dysfunction

结直肠癌（CRC）是全球范围内最常见的恶性

肿瘤之一，其发病率和死亡率均居高不下，严重威

胁人类健康［1］。据全球癌症统计数据，CRC 在发达

国家发病率高居第 2 位，并呈现年轻化、复发率高及

转移能力强等临床特征，严重影响患者生存质量和

预后［2］。肿瘤微环境中代谢重编程在 CRC 发生发

展中发挥着关键作用，其中精氨酸代谢作为一种重

要的免疫和代谢交叉通路，其紊乱状态被认为与

CRC 细胞持续增殖、迁移及免疫逃逸密切相关［3］。

精氨酸主要通过诱导型一氧化氮合酶（iNOS）和精

氨酸酶 1（ARG1）两条酶促途径进行代谢，两者在细

胞内相互竞争底物，维持代谢动态平衡［4］。在肿瘤

环境中，iNOS-ARG1 失衡可导致氮氧化物过度生成

和免疫抑制，从而促进肿瘤进展。此外，线粒体作为

能量代谢和氧化应激调控的中心，易受到精氨酸代谢

紊乱诱发的活性氧（ROS）损伤，表现为线粒体膜电位

（MMP）降低、结构破坏及功能障碍等一系列变化［5-6］。

线粒体功能障碍被认为是肿瘤细胞发生氧化损伤、代

谢应激及免疫逃逸的重要驱动因素［7］。因此，靶向调

节 iNOS-ARG1 代谢轴并干预线粒体功能损伤，可能

成为阻断结直肠癌发展的潜在策略。

中医药在恶性肿瘤的防治中具有独特优势，

《金匮要略》中“脾虚湿盛、湿毒内蕴”被认为是 CRC

发病的重要病机之一［8］。基于“体寒瘤热”恶性肿瘤

病机理论，本课题组前期组方“健脾消癌方”，是湖

南省名中医蒋益兰主任医师的经验方，由六君子汤

加减化裁而来，取党参、白术、黄芪等以益气健脾，

配伍白花蛇舌草、半枝莲等清热解毒、软坚散结，体

现了“扶正祛邪”治癌思路［9］。前期基础研究发

现［10-13］，健脾消癌方可显著抑制 HCT116 结肠癌细

胞及其 5-氟尿嘧啶（5-Fu）耐药株的增殖，促进细胞

凋亡，并阻断细胞周期第一间期/合成前期（G0/G1）
细胞周期进程。动物实验显示其可抑制肝转移结

肠癌瘤体生长，下调趋化因子受体 4（CXCR4）、转化

生长因子 -β（TGF-β）等迁移相关因子表达，改善肿

瘤微环境。基于超高效液相色谱-四极杆-飞行时间

质谱联用技术（UPLC-Q-TOF-MS）与网络药理学分

析发现，该方通过调控磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶

B（PI3K/Akt）、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等多条

信号通路发挥抗癌作用。临床研究方面［14-16］，健脾

消癌方联合 FOLFIRI 方案（含亚叶酸钙、5-Fu 和伊

立替康的化疗方案）或瑞戈非尼等方案治疗晚期结
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直肠癌，能显著提高疾病控制率、改善免疫功能、延

长无进展生存期，且安全性良好，但其是否可通过

调控精氨酸代谢平衡并干预线粒体功能障碍，尚未

被系统阐明。本研究以结肠癌 HCT116 细胞为研究

对象，基于人重组干扰素 -γ（IFN-γ）/N（ω）-羟基 -L-

精氨酸（Nor-NOHA）诱导的精氨酸代谢紊乱模型，

系统考察健脾消癌方对肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭

能力的影响，并从线粒体结构、膜电位及 ROS 水平

等方面，探讨其对线粒体功能障碍的调控作用。进

一步结合蛋白免疫印迹法（Western blot）与免疫荧

光双染，分析 iNOS-ARG1 表达动态及相关代谢物

变化，从机制层面揭示健脾消癌方通过 iNOS-ARG1

轴诱导线粒体结构损伤功能障碍干预结肠癌进展

的潜在作用，为中医药抗 CRC 提供新思路和实验

依据。

1 材料

1.1　细胞系及细胞培养     本研究所用 HCT116 细

胞系为人源结肠癌细胞，购自武汉普诺赛生命科技

有 限 公 司（货 号 CL-0096），经 STR 鉴 定 为 正 确 。

HCT116 细胞为贴壁生长的上皮细胞样细胞，培养

时 采 用 McCoy's 5A 培 养 基 ，加 入 10% 胎 牛 血 清

（FBS）和 1% 青霉素 -链霉素混合液（P/S），于 37 ℃、

5%CO2、95% 空气湿润环境下培养。细胞传代按

1∶3 比例进行，实验所用细胞均传代至第 8 代，细胞

状态良好时用于后续实验。

1.2　动物     健康 SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量（250±

20） g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

［SCXK（湘）2021-0004］。动物饲养于湖南中医药大

学实验动物中心，环境条件控制为温度（22±2） °C，相

对湿度（55±10）% ，12 h 昼夜循环，给予自由摄食

饮水。

1.3　伦理     所有动物实验程序均遵循《实验动物管

理条例》和伦理审查原则，已获湖南中医药大学实

验动物伦理委员会批准（伦理批号 LL2023053109）。
在动物处置过程中，遵循“3R 原则”（替代、减少、优

化）以最大限度减少动物痛苦与使用数量，确保实

验过程符合伦理规范和动物福利要求。

1.4　 试 剂 及 药 物     IFN- γ、Nor-NOHA（ 美 国

MedChemExpress 公 司 ，批 号 分 别 为 HY-P7025A、

HY-112885）；细胞增殖计数检测试剂盒（CCK-8）、
结晶紫染色液、JC-1 线粒体膜电位检测试剂盒、细

胞 总 蛋 白 裂 解 液（RIPA）、聚 氰 基 丙 烯 酸 正 丁 酯

（BCA）蛋白浓度检测试剂盒、核染色使用 4′，6-二

脒基 -2-苯基吲哚染色液（DAPI）（上海碧云天生物

技术有限公司，批号分别为 C0037、C0121、C2006、

P0013B、P0012、C1002）；5- 乙 炔 基 -2′- 脱 氧 尿 苷

（EdU）细胞增殖检测试剂盒（广州锐博生物科技有

限 公 司 ，批 号 C10310-2）；基 质 胶（Matrigel，美 国

Corning 公司，批号 356234）；MitoSOX™ Red 线粒体

ROS 探针（美国 Invitrogen 公司，批号 M36008）；4%

多聚甲醛固定液（武汉赛维尔生物科技有限公司，

批号 G1101）；0.1%Triton X-100［西格玛奥德里奇

（上海）贸易有限公司，批号 T8787］；增强型化学发

光 检 测 试 剂 盒（ECL，美 国 Bio-Rad 公 司 ，批 号

1705061）；一抗包括兔抗 iNOS（英国 Abcam 公司，

批号 ab15323）；兔抗 ARG1（美国 Proteintech 公司，

批号 16001-1-AP）；兔抗线粒体融合蛋白 2（MFN2）、
兔抗动力相关蛋白 1（DRP1）、兔抗 β -肌动蛋白

（β -actin）抗体（美国 CST 公司，批号分别为 11925、

8570、4967）；Alexa Fluor 488 及 594 标记的荧光二抗

（美 国 Invitrogen 公 司 ，批 号 分 别 为 A-11001、A-

11012）、辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免

疫球蛋白 G（IgG，H+L）（武汉三鹰生物技术有限公

司，批号 SA00001-2）；L-精氨酸比色法测试盒（武汉

伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号 E-BC-K850-

M）；尿素检测试剂盒（合肥白鲨生物科技有限公司，

批号 BL1484B）；瓜氨酸酶联免疫吸附检测试剂盒

（武汉伊莱科生物技术有限公司，批号 ELK9241）；
四氧化锇（OsO4）、醋酸铀、柠檬酸铅（美国 Electron 

Microscopy Sciences 公司，批号分别为 19152、541-

09-3、20596-93-4）。
1.5　仪器     ELx800 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；
Ⅸ73 型倒置荧光显微镜（日本 Olympus 公司）；TCS 

SP8型激光共聚焦显微镜（德国 Leica公司）；HT7700

型透射电子显微镜（TEM，日本 Hitachi 公司）；3111

型 CO2 培养箱（美国 Thermo Scientific 公司）；5430R

型高效高速冷冻离心机（德国 Eppendorf公司）；Mini-

protean 小垂直板电泳槽、小型 Trans-blot 转印槽（美

国 Bio-Rad公司）；5200型凝胶成像分析系统（上海天

能生命科学有限公司）；Scientz-ⅡD 型超声波细胞破

碎仪（宁波新芝生物有限公司）；Evolution 201 型紫

外-可见分光光度计（美国 Thermo Fisher公司）。
2 方法

2.1　健脾消癌方含药血清制备     中药含药血清法

是目前中医药基础研究中广泛应用的一种“体内给

药-体外干预”模式，主要通过动物灌胃给药，收集血

清后应用于体外实验，以模拟药物经胃肠吸收、肝

肾代谢后形成的真实活性物质环境。相比直接使
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用中药煎剂处理细胞，该方法可部分排除复杂原液

中多糖、蛋白等大分子干扰，更贴近药物在体内生

物转化后的有效成分状态，具有更好的生理相关性

和研究可重复性，已在抗肿瘤、抗炎、神经保护等多

个中药作用机制研究中获得验证［17］。虽然人和鼠

在代谢酶系统方面确实存在一定种属差异，但小鼠

仍是国际上广泛接受的含药血清模型动物，其代谢

产 物 可 为 体 外 机 制 研 究 提 供 重 要 的 前 期 实 验

依据［18］。

健脾消癌方由党参 15 g、白术 10 g、茯苓 15 g、法

半夏 6 g、重楼 6 g、黄芪 20 g、白花蛇舌草 30 g、半枝莲

30 g、菝葜 15 g、甘草 6 g组成。所有饮片均购自湖南

省中医药研究院附属医院，经张水寒主任药师鉴定，

均符合 2020 年版《中华人民共和国药典》药品标准。

健脾消癌方各中药按传统中药水煎方法，将药材加

10倍体积蒸馏水浸泡 30 min后煎煮 2次，每次 1 h，合

并煎液，经四层纱布过滤后减压浓缩为相当于含生药

2 g·mL-1的浸膏液。浸膏液经高压灭菌后备用。

20 只 SD 大鼠随机分为健脾消癌方组与正常

组，每组 10 只。根据体表面积换算法（人到大鼠的

换算系数为 6.3），以临床等效剂量灌胃，健脾消癌方

组每日大鼠给药剂量为 17.12 g·kg-1，正常组给予等

体积生理盐水，每日 1 次，连续给药 7 d。设定 7 d 给

药周期主要基于中药“缓效长调”的药理特性，亦参

考本课题组及相关研究中发现：连续用药 5~7 d 后

可在动物血浆中稳定检出多种中药代谢产物，且血

药浓度及代谢稳定性优于单次给药模式，有助于获

得更具代表性的含药血清。末次给药 1 h 后，麻醉

处死大鼠，依据以往药代动力学资料，该时间点为

多数中药成分吸收峰值附近，能反映血清中有效成

分浓度相对稳定、作用明确的时间窗，已被广泛用

于中药含药血清制备［18］。经腹主动脉采血，静置 2 h

后，3 000 r·min-1 离心 10 min，离心半径 10 cm，分离

血清。所获血清在 56 ℃水浴中热灭活 30 min，经

0.22 μm 微孔滤膜除菌过滤后，分装于无菌离心管

中，−80 ℃低温保存，备用于后续细胞实验。前期课

题组已通过 UPLC-Q-TOF-MS 发现该方通过调控

PI3K/Akt、MAPK 等 多 条 信 号 通 路 发 挥 抗 癌

作用［12］。

2.2　CCK-8 检测细胞活力     采用 CCK-8 试剂盒检

测不同处理条件下 HCT116 细胞的活力变化。将对

数生长期的 HCT116 细胞以 5×10³个/孔的密度接种

于 96 孔板中，置于含 10%FBS 的无精氨酸 RPMI 

1640 培养基中培养 24 h 后，分别给予不同浓度的

IFN-γ（5、10、20、50 μg·L-1）、Nor-NOHA（50、100、

200、400 μmol·L-1）处 理 或 健 脾 消 癌 方 含 药 血 清

（5%、10%、20%）干预，设空白组，并同步设置 24 h

和 48 h 两个时间点。处理结束后，每孔加入 CCK-8

试剂 10 μL，继续孵育 2 h，在 450 nm 波长处使用酶

标仪测定各孔吸光度 A。每组设置 3 个复孔，实验

重复 3 次。细胞活力按以下公式计算：细胞活力=

（药 物 组 A450- 溶 剂 组 A450）/（空 白 组 A450- 溶 剂 组

A450）×100%。通过比较不同浓度与时间条件下细胞

活力的变化，筛选出对细胞活力无显著抑制（活

力>80%）的处理组合，用于后续精氨酸代谢紊乱模

型的构建与药物干预机制研究。

2.3　精氨酸代谢紊乱 HCT116 细胞模型构建     为

构建以 iNOS 表达上调、ARG1 表达下调为特征的精

氨酸代谢紊乱细胞模型，本研究选用人结直肠癌

HCT116 细胞进行建模。依据前期 CCK-8 实验筛选

结 果 ，确 定 干 预 剂 量 为 IFN- γ（10 μmol·L-1）和

Nor-NOHA（200 μmol·L-1），联合处理时间为 24 h。

细胞在含 10%FBS 的 RPMI-1640 基础培养基中培

养，待贴壁生长稳定后，给予 IFN-γ与 Nor-NOHA 联

合干预，以诱导 iNOS 表达升高、ARG1 表达抑制，从

而 模 拟 肿 瘤 细 胞 中 精 氨 酸 代 谢 紊 乱 的 病 理

状态［19-20］。

该模型通过诱导精氨酸代谢关键酶表达失衡，

表现为 iNOS 上调、ARG1 下调，伴随 L-精氨酸耗竭、

尿素合成减少、瓜氨酸积聚，成功模拟了结直肠癌

TME 中以“一氧化氮/反应性氮物质（NO/RNS）过
载 -免疫抑制 -代谢重构”为特征的典型代谢紊乱状

态［21］，具有良好的病理相似性与机制靶向相关性。

已有研究表明，iNOS-ARG1 信号通路紊乱是驱动肿

瘤线粒体损伤、ROS 积聚和迁移能力增强的重要机

制［22］。因此，该模型不仅可用于研究代谢失衡对肿

瘤行为的影响，也为筛选和验证代谢干预类中药

（如健脾消癌方）提供了可靠平台。本研究以此模

型为基础，进一步探讨健脾消癌方是否可通过调控

iNOS-ARG1 代谢轴恢复代谢稳态，抑制肿瘤细胞恶

性行为，从而评估其“靶向代谢 -干预功能 -阻断进

展”的抗癌药效潜力。

2.4　分组及干预     在建立精氨酸代谢紊乱 HCT116

细胞模型的基础上，依据前期实验筛选的建模条件

（IFN- γ 10 μg·L-1+Nor-NOHA 200 μmol·L-1，干 预

24 h），将细胞分为以下 6 组进行药物干预实验：

（1）空白组，不进行任何药物干预，培养基中加入

10% 空白大鼠血清，处理 24 h；（2）模型组，加入

··102



第 32 卷第  13 期
2026 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 13

Jul. ，2026

IFN-γ（10 μg·L-1）和 Nor-NOHA（200 μmol·L-1）联合

干预 24 h，诱导 iNOS-ARG1 失衡并模拟精氨酸代谢

紊乱状态；（3）健脾消癌方低剂量组（JPXAP-L），在
模 型 基 础 上 加 入 5% 健 脾 消 癌 方 含 药 血 清 干 预

24 h；（4）健脾消癌方中剂量组（JPXAP-M），在模型

基础上加入 10% 健脾消癌方含药血清干预 24 h；
（5）健脾消癌方高剂量组（JPXAP -H），在模型基础

上加入 20% 健脾消癌方含药血清干预 24 h；（6）阳
性对照组（PC），在模型基础上进一步加入较高剂量

的 IFN-γ（20 μg·L-1）和 Nor-NOHA（400 μmol·L-1）
联合干预 24 h，用于模拟 iNOS-ARG1 持续高失衡状

态下的细胞损伤特征。

2.5　EdU 实验检测细胞增殖     将 HCT116 细胞以适

当密度接种于 24 孔板中，贴壁生长 24 h 后，分别给

予相应处理因素干预 24 h。处理结束后，加入终浓

度为 10 μmol·L-1 的 EdU 工作液，继续孵育 2 h。随

后依次用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤、固定液（4% 多

聚甲醛）固定 30 min，穿透液（0.5%Triton X-100）处
理 20 min，最后根据 EdU 细胞增殖检测试剂盒要求

加入反应液，避光反应 30 min。反应结束后，用

Hoechst 33342 染液染核，室温避光孵育 10 min。使

用荧光显微镜拍摄图像，检测 EdU 阳性细胞（红色

荧光）与细胞总数（蓝色荧光）并进行定量分析。细

胞增殖率按下列公式计算：细胞增殖率=EdU 阳性

细胞数/细胞总数×100%。

2.6　克隆形成实验检测细胞长期增殖     将 HCT116

细胞以 300个/孔的密度接种于 6孔板中，贴壁生长后

分别给予相应处理因素干预 24 h。处理结束后，弃去

药液，换用常规含 10%FBS 的完全培养基继续培养

10 d，期间每 2~3 d更换 1次培养基，每个克隆由至少

50个细胞组成。克隆形成期结束后，弃去培养基，用

PBS轻洗，4% 多聚甲醛固定 30 min，结晶紫染色液染

色 15 min，去除多余染料后用清水洗净并自然晾干。

使用数码相机拍照记录，采用 Image J软件对克隆数

进行统计分析。细胞克隆形成率按下列公式计算：

克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

2.7　Transwell 基质胶小室实验检测细胞侵袭     实

验使用带 8 μm 孔径的 Transwell 小室，并在小室上

室内预先铺设 Matrigel 基质胶，37 ℃孵育 2 h 使其

凝固。将 HCT116 细胞以 5×104 个/孔的密度接种于

无血清培养基中，分别加入相应处理因素干预 24 h。

处理结束后，细胞用 PBS 洗涤并重悬于无血清培养

基中，加入至上室；下室加入含 10%FBS 的完全培养

基作为化学趋化剂，继续培养 24 h。孵育结束后，移

除上室未穿膜细胞，用棉签轻轻擦除，上室用 PBS

洗涤，4% 多聚甲醛固定 30 min，结晶紫染色液染色

15 min，洗去多余染料并自然晾干。使用显微镜随

机拍摄 5 个视野，采用 Image J 软件对穿膜细胞数进

行统计分析。

2.8　划痕愈合实验检测细胞迁移     将 HCT116 细

胞以 5×105 个/孔的密度接种于 6 孔板中，待细胞单

层长满至融合后，使用无菌 200 μL 枪头沿直线在细

胞单层中央划出一道均匀划痕。 PBS 轻柔清洗

3 次，去除脱落细胞后，分别加入相应处理因素干

预，继续培养 24 h。划痕起始时（0 h）及干预结束时

（24 h）分别使用倒置显微镜拍照记录划痕区域。使

用 Image J软件测量划痕宽度变化，计算迁移率。细

胞迁移率按下列公式计算：迁移率 =（初始划痕

宽度−24 h 划痕宽度）/初始划痕宽度×100%。每组

设 3 个复孔，实验重复 3 次，代表图来自各组中最具

代表性的典型视野。

2.9　TEM 观察线粒体微观结构     将 HCT116 细胞

以 1×106个/皿的密度接种于 6 cm 培养皿中，待贴壁

后分别给予相应处理因素干预 24 h。干预结束后，

收集细胞，经 PBS 缓冲液洗涤 2 次后立即加入预冷

的 2.5% 戊二醛固定液，4 °C 固定过夜。固定后的细

胞经 1% 锇酸二次固定，梯度乙醇脱水后，用环氧树

脂包埋，超薄切片（厚度 70 nm）后，使用醋酸铀和柠

檬酸铅进行对比染色。在透射电子显微镜下观察

并拍摄图像，评估线粒体的数量、大小、嵴结构、肿

胀、断裂等变化。随机选择视野进行观察，代表图

来自各组中最具代表性的典型视野。

2.10　 MitoSOX™ Red 检 测 线 粒 体 活 性 氧

（mito-ROS）    将 HCT116 细胞以 5×105 个/孔的密度

接种于 6 孔板中，待贴壁生长后，分别给予相应处理

因素干预 24 h。处理结束后，弃去培养基，用 PBS 缓

冲液洗涤 2 次，随后加入 5 μmol·L-1 MitoSOX Red

工作液，37 °C 孵育 30 min，避光条件下完成染色。

染色结束后，用 PBS 再次轻柔洗涤细胞 3 次，固定后

于激光共聚焦显微镜下采集图像。荧光激发波长

为 510 nm，发射波长为 580 nm，线粒体 ROS 呈红色

荧光信号。随机选择多个视野进行拍摄，并采用

Image J 软件进行荧光强度的半定量分析，代表图来

自各组中最具代表性的典型视野。

2.11　 JC-1 检测线粒体膜电位     将 HCT116 细胞以

5×105个/孔的密度接种于 6 孔板中，待贴壁生长后，

分别给予相应处理因素干预 24 h。处理结束后，弃

去培养基，用 PBS 缓冲液洗涤 2 次，随后加入 JC-1 工
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作液，37 ℃孵育 20 min，避光条件下完成染色。染

色结束后，用 JC-1 染色缓冲液轻柔洗涤细胞 3 次，于

倒置荧光显微镜下采集图像。高膜电位状态下

JC-1 聚集于线粒体形成 J-聚集体，发出红色荧光；而
低膜电位状态下 JC-1 以单体形式存在，发出绿色荧

光。分别使用激发波长为 525 nm（绿色）与 585 nm

（红色）通道进行成像。随机选择多个视野进行拍

摄，并采用 Image J 软件进行红/绿荧光强度比值的

半定量分析。

2.12　 免 疫 荧 光 染 色 检 测 iNOS-ARG1 共 定 位 表

达     将 HCT116 细胞以 5×105 个/孔的密度接种于含

盖玻片的 6 孔板中，待细胞贴壁生长稳定后，分别给

予相应处理因素干预 24 h。处理结束后，弃去培养

基，使用 PBS 缓冲液洗涤 2 次，随后加入 4% 多聚甲

醛固定细胞 10 min，再以 0.1%Triton X-100 渗透处

理 10 min。之后加入 5% 牛血清白蛋白（BSA）封闭

液 室 温 封 闭 30 min，并 分 别 加 入 一 抗 抗 体 ：兔

抗 -iNOS 抗体（1∶500）和兔抗 -ARG1 抗体（1∶500），
4 ℃条件下孵育过夜。次日弃去一抗，用 PBS 洗涤

3 次 后 ，加 入 Alexa Fluor 594 标 记 的 抗 兔 IgG

（1∶1 000）和 Alexa Fluor 488 标记的抗小鼠 IgG 二抗

（1∶2 000），于室温避光孵育 1 h。染色结束后，用

PBS 洗涤 3 次，并用含 DAPI 的抗荧光淬灭封片液封

片。最终于激光共聚焦荧光显微镜下分别使用激

发波长为 488 nm（绿色，ARG1）、594 nm（红色，

iNOS）及 405 nm（蓝色，DAPI）通道进行成像。每组

随机选择多个视野进行图像采集，并采用 Image J软

件进行荧光强度及共定位关系的分析。

2.13　精氨酸代谢物试剂盒检测     将 HCT116 细胞

以 5×105 个/孔的密度接种于 6 孔板中，待细胞贴壁

生长后，分别给予相应处理因素干预 24 h。处理结

束后，弃去培养基，使用预冷 PBS 缓冲液洗涤细胞

2 次，刮取细胞后于离心管中收集，并通过超声波细

胞破碎法裂解细胞，4 ℃条件下 12 000 r·min-1 离心

10 min，取上清备用。随后按照 L-精氨酸、尿素及瓜

氨酸含量检测试剂盒说明书要求，分别取适量样本

加入反应体系中，在室温或 37 ℃条件下孵育特定时

间后，于酶标仪上读取相应波长下的 A，L-精氨酸在

波长 520 nm，尿素在波长 625 nm，瓜氨酸在波长

450 nm。根据标准曲线换算样品中对应代谢物的

浓 度 ，L- 精 氨 酸 和 瓜 氨 酸 分 别 以 μmol·L-1 和

μmol·g-1 蛋白计，尿素以 mmol·L-1 计。每组设 3 个

重复孔，并重复 3 次实验，最终结果取平均值进行统

计分析。

2.14　Western blot 检测 iNOS、ARG1、MFN2、DRP1

蛋白表达     将 HCT116 细胞以 5×10⁵个细胞/孔的密

度接种于 6 孔板中，待细胞贴壁生长后，分别给予相

应处理因素干预 24 h。处理结束后，弃去培养基，用

预 冷 PBS 缓 冲 液 洗 涤 细 胞 ，刮 取 细 胞 并 用

RIPA 裂解液（含蛋白酶抑制剂）裂解，总蛋白经

4 ℃、12 000 r·min-1离心 10 min 后取上清，使用 BCA

法测定蛋白浓度。每组取 20 μg 等量蛋白样品，经

十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDS-PAGE）分离后转膜至聚偏二氟乙烯（PVDF）
膜。用 5% 脱脂奶粉封闭膜 1 h 后，分别加入一抗兔

抗 iNOS（1∶2 000）和兔抗 ARG1（1∶1 000），兔抗

MFN2（1∶3 000）、兔抗 DRP1（1∶2 000）于 4 ℃孵育

过夜。次日，PBS-T 洗膜 3 次后加入 HRP 标记的兔

二抗（1∶8 000），室温孵育 1 h。洗膜后使用 ECL 化

学发光试剂盒显影，于凝胶成像系统下获取图像。

以 β-actin 为内参进行归一化处理，采用 Image J软件

对条带灰度进行半定量分析，灰度分析为 3 次重复

实验结果的平均值。

2.15　统计学分析     所有实验数据均采用 x̄ ± s表示，

使用R语言（版本 4.5.0）及相关统计分析包进行数据处

理与分析。对各组数据进行正态性检验及方差齐性检

验，若满足正态分布及方差齐性，采用单因素方差分

析，并结合最小显著差异法进行组间两两比较；若不满

足正态性或方差齐性，则采用非参数检验，并结合

Dunn's检验进行多组比较。统计显著性以 P值判断，

P<0.05为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　精氨酸代谢紊乱 HCT116细胞模型建立     与空

白组比较，IFN-γ在 10 μg·L-1以下对细胞活力无显著

影响，而当浓度升高至 20 μg·L-1 及以上时，24 h 和

48 h 细胞活力均显著下降（P<0.01）。Nor-NOHA 在

200 μmol·L-1 以下细胞活力基本保持良好，而在

200 μmol·L-1和 400 μmol·L-1浓度处理后，细胞活力

分别于 24 h 和 48 h 出现明显下降（P<0.05，P<0.01）。
见表 1。综合不同浓度与时间点的细胞耐受性及后

续机制激活需求，最终确定 IFN-γ（10 μg·L-1）和
Nor-NOHA（200 μmol·L-1）作为联合干预剂量 24 h，

用于构建以 iNOS 上调、ARG1 下调为特征的精氨酸

代谢紊乱 HCT116 细胞模型。

3.2　健脾消癌方抑制精氨酸代谢紊乱 HCT116细胞

增殖     与空白组比较，模型组 HCT116 细胞活力及

EdU 增殖率无显著下降，但克隆形成率轻度下降

（P<0.05）。与模型组比较，健脾消癌方含药血清 5%、
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10%、20% 干预可明显降低细胞活力、EdU 阳性比例

及 克 隆 形 成 率 ，均 呈 浓 度 依 赖 性 下 降（P<0.05，

P<0.01）。其中，JPXAP-H 组最明显。与模型组比

较，PC在多项指标中均表现出显著抑制作用，差异具

有统计学意义（P<0.01）。上述结果表明，健脾消癌方

可有效抑制精氨酸代谢紊乱状态下 HCT116 细胞的

短期与长期增殖，且具有明显的浓度依赖性。见图 1、

图 2、表 2。

3.3　健脾消癌方抑制精氨酸代谢紊乱 HCT116 细

胞侵袭和转移     空白组与模型组 HCT116 细胞穿膜

细胞数差异无统计学意义，细胞迁移率变化稍降低

（P<0.05）。与模型组比较，健脾消癌方含药血清

5%、10%、20% 干预可显著抑制细胞穿膜细胞数并

降低划痕愈合率，均呈剂量依赖性下降（P<0.01）。
其中，JPXAP-H 组最为显著。与模型组比较，阳性

对照组表现出最强的抑制作用（P<0.01）。结果提示

健脾消癌方在精氨酸代谢紊乱背景下可显著抑制

HCT116 细胞的侵袭与迁移能力，且具有明显的剂

量依赖性。见表 3、图 3、图 4。

3.4　健脾消癌方诱导精氨酸代谢紊乱 HCT116 细

胞线粒体结构和功能损伤     与空白组比较，模型组

HCT116 细胞线粒体略有肿胀，部分嵴断裂，提示精

氨酸代谢紊乱初步引起线粒体损伤。与模型组比

表 1　不同浓度 IFN-γ/Nor-NOHA 单独处理 HCT116 细胞后细胞活

力  （x̄± s，n=3）

Table 1　 Cell viability of HCT116 cells treated with different 

concentrations of IFN-γ or Nor-NOHA alone （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

IFN-γ组

空白组

Nor-NOHA 组

浓度

   5 μg·L-1

10 μg·L-1

20 μg·L-1

50 μg·L-1

  50 μmol·L-1

100 μmol·L-1

200 μmol·L-1

400 μmol·L-1

24 h 细胞活力

100.92±0.81

99.98±2.49

97.56±3.40

91.67±1.072）

83.06±3.332）

102.09±2.82

101.94±1.49

96.45±2.19

95.02±0.281）

88.16±1.592）

48 h 细胞活力

99.65±2.20

97.50±2.58

96.53±2.44

87.88±1.582）

78.51±2.602）

100.38±3.48

95.15±0.62

90.40±1.501）

88.57±4.761）

73.26±0.842）

注：与相应空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

图 2　健脾消癌方对 HCT116 长期增殖的影响  （结晶紫，×100）
Fig. 2　Effect of Jianpi Xiaoai prescription evaluation on long-term proliferative capacity of HCT116 cells （Crystal，×100）

注：A.空白组；B.模型组；C.JPXAP-L 组；D.JPXAP-M 组；E.JPXAP-H 组；F.PC 组（图 2-图 9 同）
图 1　健脾消癌方对 HCT116 增殖能力的影响  （Edu，×200）
Fig. 1　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on HCT116 cell proliferation by EdU assay （Edu，×200）
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较，JPXAP-L 组线粒体结构较模型组进一步紊乱，

嵴塌陷明显，出现轻度空泡化趋势。 JPXAP-M 组

及 JPXAP-H 组细胞中线粒体膜结构模糊、断裂，嵴

结构严重破坏，伴有显著的肿胀和空泡化现象，提

示健脾消癌方在该状态下可加重线粒体超微结构

损伤，并呈现剂量依赖性。 PC 组线粒体肿胀严

重，结构紊乱，嵴几乎完全丢失，为阳性应激对照。

提示在精氨酸代谢紊乱背景下，健脾消癌方可能

进 一 步 诱 导 HCT116 细 胞 线 粒 体 结 构 的 损 伤 。

见图 5。

与空白组比较，模型组细胞线粒体 ROS 荧光信

号明显增强（P<0.05）。在此基础上，与模型组比较，

健脾消癌方含药血清 5%、10%、20% 干预可进一步

加重 mito-ROS 积聚，且呈明显的剂量依赖性变化

（P<0.05，P<0.01）。与模型组比较，PC 组中细胞线

粒体 ROS 信号最强（P<0.01）。在精氨酸代谢紊乱

背景下，健脾消癌方进一步促进线粒体 ROS 积聚，

提示其可能在特定条件下激活氧化应激通路，加重

线粒体损伤。见图 6、表 4。

与空白组比较，模型组细胞红/绿荧光强度比值明

显降低（P<0.05）。与模型组比较，健脾消癌方含药血

清 5%、10%、20%干预可进一步促进MMP的去极化过

程，表现为红/绿荧光随健脾消癌方浓度升高呈明显递

减趋势（P<0.05，P<0.01），且呈明显浓度依赖性。与模

图 4　健脾消癌方对 HCT116 转移的影响  （倒置显微镜，×100）
Fig. 4　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on HCT116 cell migration （inverted microscope，×100）

表 3　健脾消癌方对 HCT116 细胞侵袭和迁移的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Jianpi Xiaoai prescription on invasion and 

migration of HCT116 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

JPXAP-L 组

JPXAP-M 组

JPXAP-H 组

PC 组

穿膜细胞数/个

123.67±4.73

122.67±6.51

94.33±2.522）

78.00±1.002）

49.00±1.002）

30.67±3.062）

迁移率/%

64.85±2.66

57.47±1.041）

48.70±1.832）

40.81±3.472）

28.88±4.652）

16.91±0.582）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.01

图 3　健脾消癌方对 HCT116 侵袭的影响  （Transwell，×200）
Fig. 3　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on HCT116 cell invasion （Transwell，×200）

表 2　健脾消癌方对 HCT116 细胞活力、增殖能力及克隆形成率的

影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of Jianpi Xiaoai prescription on cell viability， 

proliferative capacity， and colony prescription rate of HCT116 

cells （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

JPXAP-L 组

JPXAP-M 组

JPXAP-H 组

PC 组

CCK-8

100.67±0.84

99.20±2.00

93.25±2.063）

86.74±1.173）

78.73±2.393）

71.16±1.353）

EdU 增殖率

42.13±2.11

40.71±3.24

33.94±3.692）

26.91±0.803）

21.27±2.363）

17.64±3.043）

克隆形成率

47.63±1.40

44.37±1.101）

36.27±0.843）

27.69±1.703）

23.20±1.363）

18.19±1.173）

注：JPXAP-L 组、JPXAP-M 组、JPXAP-H 组给药体积分数分别

为 5%、10%、20% 健脾消癌方含药血清，PC 组给药浓度为 IFN- γ

（20 μg·L-1）+Nor-NOHA（400 μmol·L-1）（表 3-表 6 同）。与空白组比

较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 4-表 6 同）
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型组比较，PC组细胞线粒体膜电位最为严重受损，差

异显著（P<0.01）。在精氨酸代谢紊乱背景下，健脾消

癌方进一步加重线粒体膜电位去极化状态，提示其可

能诱导线粒体功能障碍。见表 4、图 7。

3.5　 健 脾 消 癌 方 调 节 iNOS-ARG1 平 衡 诱 导

HCT116细胞精氨酸代谢紊乱     与空白组比较，模型

组 HCT116 细胞中 iNOS 荧光强度明显增强，ARG1

表达显著降低（P<0.01）。与模型组比较，健脾消癌方

含药血清 5%、10%、20% 干预可进一步加重该代谢通

路的失衡，表现为 iNOS 表达持续增强而 ARG1 进一

步抑制，iNOS-ARG1 比值随药物升高明显下降（P<

0.05，P<0.01），并呈剂量依赖性变化趋势。与模型组

比较，PC 组比值降至最低（P<0.01）。此外，与模型组

比较，健脾消癌方干预后 HCT116 细胞中 L-精氨酸、

尿素随剂量升高而明显降低，瓜氨酸水平随剂量升高

而明显升高（P<0.05，P<0.01），进一步提示健脾消癌

方通过调控 ARG1/iNOS 信号通路，促进精氨酸代谢

重编程。见图 8、表 5。

与空白组比较，模型组中 iNOS 和 DRP1 蛋白表

达 水 平 升 高 ，而 MFN2 及 ARG1 表 达 明 显 下 降

（P<0.05）。与模型组比较，健脾消癌方含药血清 5%、

10%、20% 干预可进一步明显增强 iNOS 和 DRP1 表

达，同时进一步抑制 MFN2 和 ARG1 表达（P<0.05，

P<0.01），并呈现浓度依赖性。与模型组比较，PC组作

用最为显著，其 iNOS、DRP1 表达升高，MFN2 及

ARG1分别下降（P<0.01）。上述结果表明，健脾消癌

方可通过调控 iNOS-ARG1 及 MFN2/DRP1 的表达，

扰乱线粒体动力学过程，可能诱导线粒体功能障碍并

促进细胞损伤。见表 6、图 9。

4 讨论

结直肠癌作为高发性消化道恶性肿瘤，其侵袭

性强、易复发与转移，严重影响患者预后，TME 中的

氨基酸代谢重构，尤其是精氨酸代谢异常，已成为

图 5　健脾消癌方对 HCT116 线粒体微观结构的影响  （透射电镜，×7 000）
Fig. 5　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on mitochondrial ultrastructure in HCT116 cells （TEM，×7 000）

图 6　健脾消癌方对 HCT116 mito-ROS 的影响  （MitoSOX，×400）
Fig. 6　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on mito-ROS in HCT116 cells  （MitoSOX，×400）
表 4　 健 脾 消 癌 方 对 HCT116 细 胞 mito-ROS 水 平 与 MMP 的 影 响  

（x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Jianpi Xiaoai prescription on mitochondrial 

ROS levels and mitochondrial membrane potential （MMP） in 

HCT116 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

JPXAP-L 组

JPXAP-M 组

JPXAP-H 组

PC 组

mito-ROS 荧光强度/%

100.20±1.26

107.27±2.791）

118.27±4.742）

130.99±3.793）

141.33±0.663）

155.15±3.013）

JC-1 红/绿荧光比值

1.26±0.04

1.04±0.041）

0.94±0.022）

0.77±0.013）

0.64±0.023）

0.51±0.033）
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影响氧化应激水平、细胞凋亡及免疫逃逸的重要因

素［23］。 iNOS 与 ARG1 分别代表精氨酸向 NO 及尿

素通路的代谢分流，两者底物竞争关系直接决定了

肿瘤局部代谢及免疫状态［24］。一旦平衡失调，iNOS

途径持续激活将导致反应性氮物种过量产生，引发

线粒体损伤与细胞功能障碍［6］。基于此，本研究以

iNOS-ARG1 代 谢 轴 为 切 入 点 ，构 建 IFN- γ 与

Nor-NOHA 联合诱导的 HCT116 细胞代谢紊乱模

型，系统评估健脾消癌方对其增殖、迁移能力及线

粒体稳态的影响，旨在从代谢-线粒体轴探讨中医药

干预肿瘤代谢适应的机制基础。

健脾消癌方由经典方六君子汤加减化裁而来，

方中党参、白术、茯苓、法半夏健脾益气、调畅中焦，

黄芪增强正气、扶助抗癌之本，配伍白花蛇舌草、半

图 7　健脾消癌方对 HCT116 线粒体膜电位的影响  （JC-1，×200）
Fig. 7　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on mitochondrial membrane potential in HCT116 cells （JC-1，×200）

图 8　健脾消癌方对 HCT116 中 iNOS-ARG1 平衡的影响  （免疫荧光双染，×400）
Fig. 8　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on iNOS-ARG1 balance in HCT116 cells （IF double，×400）
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枝莲、菝葜清热解毒、软坚散结，重楼入肝散瘀，甘

草调和诸药。方以益气健脾为本，佐以解毒化瘀、

软坚散结之功，契合“脾虚湿毒”“体寒瘤热”之结直

肠癌中医病机。本团队前期研究表明［11，25］，该方可

通过多通路协同抑制结直肠癌细胞增殖、迁移、凋

亡及肿瘤微环境免疫抑制，联合化疗方案亦可改善

治疗耐受性，提升生活质量。然其是否可通过调控

代谢-线粒体轴从代谢源头实现抗肿瘤作用，尚缺乏

系统机制证据。

本 研 究 中 ，构 建 的 IFN- γ/Nor-NOHA 诱 导

HCT116 细胞精氨酸代谢紊乱模型，成功诱导 iNOS

上调、ARG1 下调，并伴有 L-精氨酸消耗、瓜氨酸积

聚、尿素合成减少的代谢表型，符合 TME 中典型的

精氨酸代谢紊乱特征［20］。然而也需指出，iNOS 蛋

白水平的上调幅度相对有限，灰度分析与空白组比

较变化不大。该结果可能受以下因素影响：一是诱

导时间设置为 24 h，可能尚未达到 iNOS 表达的最大

诱导水平；二是 iNOS 在细胞内表达受反馈调控，其

功能主要通过 NO 产量和下游信号实现，而非单一

依赖蛋白表达量［26］。但 ARG1 表达显著抑制、下游

代谢产物显著改变，仍表明该模型在功能上成功诱

导了以 iNOS 主导的代谢偏移。此外，尽管 IFN-γ/

Nor-NOHA 诱导的模型组在短期内并未表现出与对

照组明显的差别，但这并不否认精氨酸代谢紊乱在

CRC 发展中的重要性。其原因可能在于本研究构

建的是一种“亚致死应激”模型，旨在模拟肿瘤细胞

在代谢负荷初期尚可维持代谢适应的状态，而非完

全失控的肿瘤恶性进展阶段。已有研究表明，在此

类状态下，细胞可通过重新编程代谢通路来暂时维

持生存和功能，而这一阶段正是干预的“敏感窗

口”［27］。因此，在该背景下进一步施加药物干预，能

够真实反映中药对代谢适应-氧化损伤-功能障碍链

条的影响，也更加符合肿瘤慢性演进过程中干预介

入的时间逻辑。

本研究进一步发现，在 iNOS-ARG1 失衡背景

下，健脾消癌方可显著抑制 HCT116 细胞的增殖

（EdU）、长期克隆能力、侵袭（Transwell）及迁移（划

痕愈合），且呈明显剂量依赖性，表明其抗肿瘤效应

在代谢紊乱背景下被放大。近年来，iNOS-ARG1 平

衡与线粒体氧化损伤之间的机制联系逐渐成为肿

瘤代谢研究的重要焦点。一方面，iNOS 活性增强将

表 6　健脾消癌方对 HCT116 细胞内 iNOS/MFN2/DRP1/ARG1 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on protein expression levels of iNOS， MFN2， DRP1， and ARG1 in HCT116 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

JPXAP-L 组

JPXAP-M 组

JPXAP-H 组

PC 组

iNOS/β-actin

0.30±0.01

0.35±0.011）

0.39±0.013）

0.60±0.023）

0.80±0.023）

1.02±0.043）

MFN2/β-actin

1.00±0.01

0.89±0.031）

0.86±0.033）

0.70±0.033）

0.54±0.023）

0.40±0.013）

DRP1/β-actin

0.29±0.01

0.46±0.011）

0.50±0.022）

0.71±0.013）

0.86±0.033）

0.99±0.043）

ARG1/β-actin

0.99±0.02

0.89±0.021）

0.84±0.032）

0.65±0.033）

0.49±0.023）

0.30±0.013）

表 5　健脾消癌方对 HCT116 细胞精氨酸代谢的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of Jianpi Xiaoai prescription on arginine metabolism in HCT116 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

JPXAP-L 组

JPXAP-M 组

JPXAP-H 组

PC 组

AGR1/iNOS

3.15±0.09

2.39±0.011）

1.77±0.062）

1.24±0.063）

0.71±0.083）

0.26±0.023）

L-精氨酸/μmol·L-1

211.67±3.82

204.83±5.911）

198.77±3.422）

178.90±6.403）

158.07±5.213）

135.57±6.863）

尿素/mmol·L-1

22.50±0.60

20.33±0.611）

20.33±1.062）

17.80±0.363）

15.60±0.713）

13.50±0.763）

瓜氨酸/μmol·g-1

9.83±0.35

15.33±0.471）

18.20±0.713）

20.20±0.563）

22.80±0.303）

25.30±0.423）

图 9　HCT116 细胞 iNOS/MFN2/DRP1/ARG1 蛋白表达电泳

Fig.  9　 Electrophoresis of protein expression of iNOS， MFN2， 

DRP1， and ARG1 in HCT116 cells
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促进 NO 生成，而过量 NO 在细胞内与超氧阴离子反

应生成强氧化因子——过氧亚硝酸盐（ONOO⁻），可
引发线粒体膜脂过氧化、电子传递链复合物抑制及

mtDNA 损伤［28］。另一方面，ARG1 表达下调使 L-精

氨酸大量进入 NO 通路，加剧氧氮应激反应，在高

RNS 背景下激活线粒体膜通透性转换孔（mPTP）开
放，导致膜电位丧失（MMP 下降）和细胞色素 C 外

泄［29］。此外，NO 与 RNS还可通过蛋白 S-亚硝基化调

控线粒体动力学蛋白功能，抑制融合蛋白 MFN2 表

达、激活裂解蛋白 DRP1，从而打破线粒体网络平衡，

形成结构与功能双重障碍［30］。基于此，本研究在

iNOS-ARG1失衡模型中观察到 mito-ROS水平上升、

MMP 下降及线粒体形态破坏，为上述分子通路提供

了实验支撑，也为健脾消癌方通过“代谢-氧化应激-

线粒体损伤”链条实现抗肿瘤效应提供了理论依据。

在机制方面，健脾消癌方可能通过三方面协同

发挥作用，（1）精氨酸代谢重塑：免疫荧光共染与

Western blot 结 果 显 示 ，健 脾 消 癌 方 进 一 步 增 强

iNOS 表达、抑制 ARG1 水平，显著降低 ARG1/iNOS

比值，并加剧瓜氨酸积聚与 L-精氨酸耗竭，提示其

可放大 iNOS 主导的 NO 生成信号通路，驱动精氨酸

代谢重编程。这一通路的持续激活可能导致细胞

进入“氧氮应激失衡”状态，从而触发损伤级联反

应［31］。（2）线粒体过氧化损伤：JC-1 与 MitoSOX 实验

结果表明，健脾消癌方在上述代谢状态下进一步加

剧线粒体 ROS 积聚与膜电位去极化（MMP 下降），
诱导线粒体氧化损伤，与 NO/RNS 超负荷引发线粒

体 mPTP 开启、线粒体凋亡通路激活密切相关［32］。

（3）线粒体结构损伤和功能障碍：Western blot 数据

显示，健脾消癌方剂量依赖性下调线粒体融合蛋白

MFN2、上调裂变相关蛋白 DRP1，提示其可能促进

线粒体裂解、抑制融合，破坏线粒体网络稳态，形成

代谢与形态协同受损的线粒体功能障碍表型，这一

机制在氧化应激诱导的肿瘤细胞死亡模型中已被

广泛证实［33］。基于上述结果，健脾消癌方在精氨酸

代谢失衡背景下具有“代谢应激放大器”效应，其通

过促进 mito-ROS 积聚、扰乱线粒体动态平衡，激活

线粒体依赖性细胞损伤程序，抑制结肠癌细胞增

殖、迁移。该机制不仅揭示了中医药在精氨酸代谢

重编程干预中的潜力，也为未来联合 ARG1 抑制剂、

NO 合酶调控剂等代谢抑制剂提供了理论支持。

综上所述，本研究系统提出健脾消癌方可通过

调控 iNOS-ARG1 代谢平衡，诱导 mito-ROS 积聚和

线粒体功能障碍，抑制 HCT116 结肠癌细胞的增殖

与转移，为中医药在“代谢-线粒体”调控轴干预结直

肠癌进展提供了新思路。
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