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通路的影响
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摘要$目的$观察熊胆粉对肝癌皮下移植瘤裸鼠信号转导与转录激活因子
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"通路及其下游靶

基因的影响#探讨熊胆粉治疗肝癌的作用机制$ 方法$采用人肝癌细胞株
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构建裸鼠皮下移植瘤模

型#待皮下移植瘤形成后#将裸鼠随机分为熊胆粉组和对照组#每天分别给予熊胆粉和生理盐水#连续给药
&

周#每周测量体重和瘤体积
!

次#给药结束#剥取瘤体称量瘤重及计算抑瘤率%采用末端脱氧核苷酸转移酶介

导的
OP*Q

缺口末端标记测定法!

*P6<R

"检测瘤组织的细胞凋亡情况%逆转录"聚合酶链反应!
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"

检测
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蛋白 !
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白血病#
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"&周期蛋白依赖性蛋白激酶
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"&细胞周期蛋白
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表达%免疫组化测定磷酸化的信号转导与转录活化因子
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"&增殖细胞核抗原!

Q'6-
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T>V

&

TF4

#
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&

'GW$

&

FXF4?CG#

蛋白表达$ 结果$熊胆粉显著抑制

肿瘤的体积和瘤重#与对照组比较#差异均有统计学意义!
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*P6<R

法结果显示熊胆粉显著促进

肝癌细胞凋亡$
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结果显示熊胆粉促进
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表达而抑制
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表达$ 免

疫组化结果显示熊胆粉促进
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表达而抑制
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蛋白表达$ 结论熊

胆粉可以通过调控
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通路抑制肝癌细胞增殖#促进肝癌细胞凋亡$
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% 是

一种常见的恶性肿瘤"发病率位居癌症中的第
E

位"病

死率为第
&

位'

#

(

) 在我国"肝癌的发病率比欧美高
9

%

#"

倍"是全球肝癌发病率最高的国家'

!

(

) 虽然肝癌的

发病和乙肝病毒感染密切相关"但至今对其发病机制仍

不清楚) 信号转导和转录激活因子家族$

K*-*0

% 是一

类将由细胞因子受体和生长因子受体传递的细胞外信

号传送至细胞核的转录因子'

&

(

"在多种肿瘤组织中皆发

现有其成员的过度表达" 其中以
K*-*&

最为活跃) 激

活
K*-*&

对肿瘤细胞的形成*生长*增殖*凋亡抑制等

过程均起着重要的调控作用'

$

(

) 熊胆粉为熊科动物黑

熊经胆囊手术引流胆汁而得的干燥品"临床作为熊胆药

物使用"属卫生部批准的新药) 现代药理学研究发现"

熊胆具有抗菌*解热*抗炎*镇静*抗惊厥*解痉利胆*保

肝*溶解胆结石*降血糖*抗肿瘤等多种活性'

9

"
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(

) 但是

关于熊胆粉治疗肝癌的机制研究鲜有报道) 为研究熊

胆粉治疗肝癌的作用及其机制"本研究采用
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!

移

植瘤裸鼠为研究对象"观察熊胆粉对移植瘤裸鼠

K*-*&

通路的影响" 并进一步探讨其对肝癌细胞增殖

和凋亡的作用" 为临床上应用熊胆粉治疗肝癌提供新

的思路和理论依据)

材料与方法
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$动物$雄性
T-RTJF

裸鼠"

$

周龄"

!"

只"

KQ^

级"购于上海斯莱克实验动物有限责任公司'许

可证号#

K'UW

$沪%

!""I

"

"""9

("

KQ^

级实验室层

流架饲养)

!

$细胞株$人肝癌细胞株
L:MN

!

"购于中国科

学院上海生物研究所细胞库)

&

$药物$熊胆粉$

"

!

!9 /

"批号#

8#";%""!$

"福

建省归真堂药业股份有限公司提供%"熊胆粉用生理

盐水配成
#9 =/J=R

液体备用)

$

$试剂及仪器

$

!

#

$试剂$胎牛血清$

^TK

%与
G,<,

培养液

购自美国
N)T'H

公司&

S*

#

Q'S

试剂盒购自美国
)C

#

]?1Z3/:C

公司&
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试剂盒购自
S3FB:

公司&

T

细

胞淋巴瘤
J

白血病#

!

$

TF4

#

!

%*

TF4

#

>003F?>1:O U

蛋白

$

T>V

%*增殖细胞核抗原$

Q'6-

%*周期蛋白依赖性

蛋白激酶
$

$

'GW$

%*细胞周期蛋白
G#

$

FXF4?CG#

%及

磷酸化的信号转导子与转录活化子
&

$

M

#

K*-*&

%&抗

体购自美国
K>C1 'Z.@:

公司)

$

!

!

$仪器$

Q'S

仪$

;E""

"美国
Q<

公司%&凝

胶成像系统$

N:4 GH' !"""

" 美国
T?3

#

S-G

公司%)

9

$方法

9

!

#

$熊胆粉成分测定$采用
LQR'

法分析) 色

谱条件参照
!"#"

年版药典的熊胆胶囊) 以甲醇 "磷

酸二氢钠溶液$

"

!

"& =34JR

"

E%

&

&!

%为流动相&检测

波长为
!#" C=

&柱温为
$"

') 以牛黄熊去氧胆酸钠

为对照品)

9

!

!

$人肝癌细胞株
L:MN

!

细胞培养$人肝癌

细胞株
L:MN

!

用含
#"b ^TK

*

#"" PJ=R

青霉素和

#"" !/J=R

链霉素
G,<,

培养液" 在
&I

'"

9b

饱

和湿度的
'H

!

培养箱中培养)

9

!

&

$建立
L:MN

!

裸鼠移植瘤模型$参照
K?C/B

SQ

等'

I

(的方法建立
L:MN

!

裸鼠移植瘤模型) 制备

单细胞悬液"调整细胞浓度至
$

(

#"

E 个
J=R

"与基质

胶
#

&

#

混合后接种于裸鼠右侧腋窝皮下"每只

"

!

! =R

"待皮下移植瘤长至直径
& ==

时即为成功

建立肝癌移植瘤裸鼠模型)

9

!

$

$分组和给药方法$待成瘤直径约
E ==

时"将荷瘤小鼠随机分为对照组和熊胆粉组"每组

#"

只)对照组小鼠灌胃生理盐水"

"

!

! =RJ

只"熊胆粉

组小鼠按照
#9" =/Ja/

$配成
#9 =/J=R

"

"

!

! =RJ

只%灌胃给药"每天
#

次"连续
!#

天)

9

!

9

$观察项目及检测方法

9

!

9

!

#

$裸鼠体重及瘤体积$给药期间"每
!

天

测量裸鼠体重和瘤体积$瘤体积
c "J E

(瘤长 (瘤

宽!

%)

9

!

9

!

!

$抑瘤率$脱颈处死裸鼠"完整剥取瘤体"

将新鲜瘤组织放于电子天平称重"并计算抑瘤率) 抑

瘤率$

b

%

c

$对照组瘤重 "熊胆粉组瘤重%

J

对照组瘤

重(

#""b

)

9

!

9

!

&

$肿瘤组织细胞凋亡检测$采用
*P6<R

法检测肿瘤组织细胞的凋亡) 按
*P6<R

反应检测试

剂盒说明书操作) 镜下观察并计数
9

个以上高倍视

野" 每个视野
!""

个细胞" 计数
# """

个细胞" 阳性
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细胞数以百分数表示" 即为肿瘤细胞凋亡指数$

-)

%)

9

!

9

!

$

$

T>V

*

TF4

#

!

*

'GW$

*

FXF4?CG# =S6-

表

达$采用
S*

#

Q'S

检测
T>V

*

TF4

#

!

*

'GW$

*

FX

#

F4?CG# =S6-

表达) 用
*Z?@34

提取瘤组织中总

S6-

"以管家基因
N-QGL

为对照"引物序列应用

QZ?=:Z 9

!

"

软件进行设计" 扩增产物用
#

!

9b

琼脂

糖凝胶电泳"结果用
T?3

#

S>O

凝胶成像分析系统进行

电泳条带分析"引物序列见表
#

)

表
#

$引物序列和扩增片段长度

引物

名称
引物序列

扩增片段

长度$

`M

%

T>V
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9

)"

'' --N --N '*N -N' N-N *N*

"

&

)

!I#
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9

)"

*' -'N N-N N-- N*' '-N *N*

"

&

)

TF4

#

!

上游
9

)"

NN *NN *NN -NN --' *'* *'-

"

&

)

!E%

下游
9

)"

N- N'- N'N *'* *'- N-N -'-

"

&

)

'GW$

上游
9

)"

'-* N*- N-' '-N N-' '*- -N'

"

&

)

!"E

下游
9

)"

--' *NN 'N' -*' -N- *'' *-N

"

&

)
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上游
9

)"
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"

&

)
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9
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"
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"
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!$"
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9

!

9

!
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$
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*
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*

T>V

*
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#

!

*

'GW$

*
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蛋白表达$采用免疫组化检测
M

#

K*-*&

*

Q'6-

*

T>V

*

TF4

#

!

*

'GW$

*

FXF4?CG#

蛋白表达) 瘤

组织标本经
#"b

福尔马林固定"石蜡包埋) 作
$ !=

厚连续切片
&

张"采用
KQ

法染色"按照免疫组织化学

常规步骤操作$抗体稀释比均为
#

&

#""

%)

9

!

E

$统计学方法$采用
KQKK ##

!

9

统计软件

分析"数据用
V

*

0

表示"两组比较采用
1

检验&

Q Y

"

!

"9

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$熊胆粉中牛黄熊去氧胆酸的含量$图
#

%$对

熊胆粉样品和牛黄熊去氧胆酸$对照品%进行
LQR'

分

析"结果显示熊胆粉样品色谱中"在对照品色谱相应的

$$注#图中
#

为牛黄熊去氧胆酸钠

图
#

$牛黄熊去氧胆酸和熊胆粉的
LQR'

色谱图

位置上出现相同的峰)

!

$熊胆粉对移植瘤裸鼠瘤体积*体重及瘤重的影

响$图
!

%$从肿瘤的体积生长变化曲线来看$图
!-

%"

熊胆粉组肿瘤生长明显慢于对照组"到实验结束"两组

瘤体积分别是$

# #&"

*

;%

%

==

& 和$

# ;""

*

#EI

%

==

&

"与对照组比较"熊胆粉组瘤体积降低了
$"

!

9&b

$

Q Y"

!

"#

%&同样熊胆粉组瘤重$

"

!

9E

*

"

!

";

%

=/

"与

对照组'$

"

!

;I

*

"

!

#E

%

=/

(比较"降低了
$!

!

!Ib

$

Q Y

"

!

"#

%$图
!'

%&与对照组比较"熊胆粉组裸鼠体重差异

无统计学意义$

Q d"

!

"9

%$图
!T

%)

&

$熊胆粉对移植瘤裸鼠
M

#

K*-*&

表达的影响

$图
&

%$与对照组比较"熊胆粉组
M

#

K*-*

的阳性率

更低"差异有统计学意义$

Q Y"

!

"#

%)

$

$熊胆粉对移植瘤裸鼠细胞凋亡及增殖的影响

$图
$

%$结果显示熊胆粉组棕色的凋亡细胞明显多于

对照组"凋亡率分别是$
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!
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*
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!
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b
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!
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E

!

#&

%

b

"两组比较"差异亦有统计学意义 $

Q Y

"

!

"#

%&免疫组化结果显示"熊胆粉显著抑制了
Q'6-

的

$$注#

-

为裸鼠肿瘤体积&

T

为体重&

'

为瘤重&与对照组比较"

!

Q Y"

!

"#

图
!

$熊胆粉对移植瘤裸鼠瘤体积*体重及瘤重的影响
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为对照组&

T

为熊胆粉组&与对照组比较"

!

Q Y"

!
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图
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$熊胆粉对移植瘤裸鼠
M

#

K*-*&

表达的影响$$

KQ

染色" (
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%

$$注#

-

为对照组
*P6<R

&

T

为熊胆粉组
*P6<R

&

'

为对照组
Q'6-

&

G

为熊胆粉组
Q'6-

&

<

为
*P6<R

的定量分析图&

^

为
Q'6-

的定量分析图&与对照组比较"

!

Q Y"

!

"#

图
$

$熊胆粉对移植瘤裸鼠细胞凋亡及增殖的影响

$凋亡#

*P6<R

染色" (
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&增殖#

KQ

染色" (
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%

表达'$
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*
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("与对照组'$
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( 比较"差异亦有统计学意义$
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$熊胆粉对移植瘤裸鼠
T>V

*

TF4

#

!

*

'GW$

*

FXF4?CG# =S6-

表达的影响$图
9

"

I
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S*

#

Q'S

结果显示"熊胆粉组可以上调
T>V =S6-

表达"下

调
TF4

#

!

*

'GW$

*

FXF4?CG# =S6-

表达) 免疫组化

检测结果和
S*

#

Q'S

的结果一致"熊胆粉组显著促

进
T>V

蛋白表达"阳性率是$
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!
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*
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"与

对照组'$
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!
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*

#I
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b

(比较"差异有统计学

意义$
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%&同时"熊胆粉组显著抑制了
TF4
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FXF4?CG#

蛋白表达"阳性率分别是$
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$熊胆粉对移植瘤裸鼠
T>V

*

TF4

#

!

*

'GW$

*

FX4F?CG# =S6-

表达的影响

讨$$论

目前我国肝癌发病人数约占全球的半数以上"已

经成为严重威胁我国人民健康和生命的一大杀手'

!

(

)

早期肝癌患者治疗以手术切除和肝移植辅以化学治疗
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#

!

&

<

为
T>V

的定量分析图&
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为
TF4
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图
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$熊胆粉对移植瘤裸鼠
T>V

*

TF4
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蛋白表达的影响$$

KQ

染色" (
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%

$$注#
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为对照组
'GW$

&

T

为熊胆粉组
'GW$

&
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为对照组
FXF4?CG#
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G

为熊胆粉组
FXF4?CG#
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为
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的定量分析
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为
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的定量分析图&与对照组比较"
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图
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$熊胆粉对移植瘤裸鼠
'GW$

*

FX4F?CG#

蛋白表达的影响$$

KQ

染色" (

$"

%

$化疗%为主"一般可取得满意疗效&但对于术后复发

及失去手术机会或发生转移的肝癌患者'

%

(

"化疗则

是主要的治疗手段) 尽管
9

#

^.

*顺铂*依立替康等化

疗药物的不断发展和联合应用在一定程度上提高了

患者对化疗的反应率"然而由于多药耐药的产生"肝

癌的化疗疗效并不理想"其平均生存期仅
I

!

9

周'

;

(

)

因此"寻求一种高效*低毒的抗癌药物是目前肝癌治

疗中亟待解决的问题)

熊胆始记于+新修本草,"现代药理学表明熊胆粉

有抑制肿瘤细胞生长*延长生存期*提高免疫功能的作

用'

#"

(

"但是其抗肿瘤的作用机制尚未明确)

K*-*&

信号通路的异常与肿瘤的关系已经得到

人们广泛关注'

##

(

"其在多种肿瘤组织与细胞系中异

常表达或活性增强"表明了
K*-*&

信号通路与肿瘤

的发生*发展密切相关) 本实验发现熊胆粉可以抑

制肝癌移植瘤的生长"并且没有显著的细胞毒性&同

时"实验结果表明熊胆粉抑制了肿瘤组织
M

#

K*-*&

的活化)

M

#

K*-*&

的持续激活导致细胞增殖和凋亡失控

进而引发肿瘤发生'

#!

"

#9

(

)

K*-*&

下游的信号"如
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家族成员*

FXF4?CG#

等参与了抗细胞凋亡"调控

细胞周期"促进细胞增殖和存活'

#E

"

#%

(

)

FXF4?CG#

是

细胞周期的正调节因子"与
'GW$

结合后"促使细胞

从
N#

期顺利进入
K

期"使细胞发生分裂与增殖"因此

FXF4?CG#

蛋白的过度表达会使增殖周期不断进行"导

致肿瘤的发生'
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"
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(
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TF4

#

!

家族蛋白是目前已知的

细胞凋亡中最重要的调控因子"分为两大类# 一类为

促细胞凋亡蛋白"主要有
T>V

*

T>O

*

T?O

等"一类为抗

细胞凋亡蛋白"如
TF4

#

!

*

TF4

#

UR

等"细胞内这两种蛋

白的含量和功能状态之间的平衡是调控细胞凋亡的重

要机制'

!#

"

!!

(

) 本实验研究发现熊胆粉促进
T>V

表

达"抑制
TF4

#

!

*

'GW$

*

FXF4?CG#

的表达"结果与熊胆

粉下调
M

#

K*-*&

一致)

综上"熊胆粉抑制
M

#

K*-*&

的活化进而促进
T>V

表达"抑制
TF4

#
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'GW$
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FXF4?CG#

的表达可能是治

疗肝癌的机制之一)
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