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基因谱系变化的影响
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%多态性是免疫识别

最主要的蛋白成分*
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基因谱系的变化可以反映机体整

体免疫功能的状态!以此来探索'健脾解毒方)的抗癌
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6"

倍 % 健 脾 解 毒 方
#4

!

75

(

%7

!

5"

(

75

!

"" >CN>

$

# 9VC#"" >

%!

#

次
C

日!连续
!

周, 西药

组肌肉注射胸腺五肽注射液
5 9>

$相当于
$" N>

成

人剂量
75

倍%!每周
!

次!持续
!

周,

$

$检测指标及方法$实验过程中每天观察动物

体重(脏尾(扎堆情况!记录脾虚造模期间及肝癌造模

期间各时间点的平均体重, 停药后第
%

天深度麻醉动

物!取肝(胸腺(肝癌组织!低温冷冻!测量脏器质量(肝

癌体积!计算肿瘤体积指数, 肿瘤体积
f

最大直径

$

99

% (最小直径$

99

%

!C!

!肿瘤体积指数
f

肿瘤体

积$

99

%

%

C

终末体重$

>

%!计算胸腺(肝脏(胰腺指数!

脏器指数
f

脏器重量$

>

% (

#""C

终末体重$

>

%!脾虚造

模结束时参照参考文献*

#"

+计算脾虚积分检测造模

成功 情 况, 检 测 大 鼠 胸 腺( 肝 脏( 癌 组 织

)&D/!&AD%

各亚家族表达水平$各亚家族荧光图谱

下峰总面积(单个亚家族最大峰下面积及占所在亚家

族峰图下总面积的比例%(

)&D/!&AD%

各亚家族多

样性变化$克隆型表达与无表达变化(各亚家族片段

表达与无表达变化%(各亚家族辛普森多样性指数

$

U;9IT0-

'

T H;L.GT;EJ ;-H.=

!

AT

%,

$

!

#

$

D3\

提取和
O&D

反应$

D3\

提取#取冷

冻胸腺组织(肝组织(肝癌组织!微量天平称量
"

!

# >

!

置
#

!

5 9V 8O

管中!剪刀剪碎组织并用玻璃棒研磨!

加入
# 9V )G;<01

振荡
#5 T

!室温静置
5 9;-

&在细胞

沉淀中加入
# 9V )G;<01

振荡
#5 T

!室温静置
5 9;-

&

再加入
!"" "V

氯仿!振荡
#5 T

!

6

&

#! """ G C9;-

!

离心
#5 9;-

, 取上清液于
#

!

5 9V

离心管中!加入等

体积异丙醇!轻摇混匀! "

!"

&沉淀
%" 9;-

&

6

&

#! """ G C9;-

!离心
#5 9;-

, 弃上清!加入
# 9V

75S

乙醇$

A8O&

水配制%洗涤
D3\

沉淀!混匀!

6

&

#! """ G C9;-

!离心
5 9;-

!吸去乙醇, 空气或真空干

燥
5

)

#" 9;-

$不完全干燥%!加
A8O&

处理水溶解

D3\

! "

4"

&保存备用,

逆转录
O&D

反应#取
6 "V D3\

模板做逆转录

反应!反应体系如下#

A8O&

"

[

!

B ##

!

5 "V

!

5

(

D)

Y,KK.G 6 "V

!

H3)O "

!

5 "V

!

9+V/ "

!

5 "V

!

OG;9.G

D)&!

$

#" I901C"V

%

"

!

5 "V

!

D3\ 6 "V

!总体积

!" "V

,反应条件#

%7

&

65 9;-

!

R5

&

% 9;-

,

定性
O&D

反应#待测样本按以下反应体系进行!

[

!

B !7

!

! "V

!

#"

(

O&D Y,KK.G #!

!

5 "V

!

H3)O +;=

#

E,G. 6 "V

!

):d:D: ):b "

!

% "V

!

/!OG;9.G

$

#"

I901C"V

%

# "V

!

&!

#

1:M.1.H IG;9.G

$

#" I901C"V

%

# "V

!

@A3\ 6 "V

!总体积
5" "V

, 反应条件#第一阶

段
R5

&

#5 9;-

&第二阶段$共
6"

循环%

R%

&

6" T

!

55

&

5" T

!

7!

&

$" T

&第三阶段
7!

&

5 9;-

,

$

!

!

$

)&D/!&AD%

谱型检测$准备片段分析体

系#在
O&D

反应管中加入
#%

!

5 "V [;

#

H; `0G9:9;H.

和
"

!

5 "V $"" V;<

!再加入
O&D

产物
# "V

!短时振荡

混合均匀!进行短时离心将管壁上的液体全部离心至

管底, 混合后的样品在定性
O&D

仪上
R5

&变性

5 9;-

!迅速置冰水中冷却
6 9;-

后!吸取
#" "V

变性

后的产物加入与基因分析仪配套的
R$

孔板!盖好!上

机进行片段分析$按照
\Y( %5""^V

基因测序仪操作

手册进行操作%,

$

!

%

$

)&D/!&AD%

谱型分析

$

!

%

!

#

$

].-.9:GN.G

数据分析$导入
\Y(

%5""

基因测序仪获得的
)&D/!&AD%

片段分析据!

设置参数为#

).9I1:E. -:9.

#

\Y(

#

5

#

&010G

!

O:-.1

#

3B38

!

U;<. UE:-H:GH

#

]U$""

!

UE:-H:GH @010G

#

BG

#

:->.

(

:-:1JT;T EJI.

#

\`VO

!其余内置参数默认!运

行软件获得
!"

个
)&D/!&AD%

亚家族的基因片段
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$

谱型图谱和相应数据,

$

!

%

!

!

$

)&D/!&AD%

谱型数据分析$参照参考

文献*

##

!

#!

+, 肝组织和癌组织中
)&D/!&AD%

各

亚家族的克隆型和相应位点均以正常胸腺组织为标

准!删除与正常胸腺组织
)&D/!&AD%

各亚家族位点

不一致位点的荧光峰及其数据!删除相差
# MI

或
!

MI

的非框架内重排数据!以保持组间可比性, 每组检

测
%

个样本$

%

只%,

/!#

)

/!!"

简写为
/#

)

/!"

,

数据分析时
)&D/!&AD%

各亚家族表达与不表达的

亚家族为原始数据!各亚家族的荧光峰数(克隆型$准

高斯分布(偏峰(单克隆%计数为
%

个样本的中位数!

AT

值(荧光峰的面积和各峰的相对荧光强度为
%

个

样本中中等大小的均数, 荧光峰下面积按原始数据
C

# """

计算!

AT

值为原始数据 (

#""

表示!由于这些

数据只有
%

个样本!不满足统计假设检验分析的样本

量!所以不进行统计学检验,

克隆型的分析采用视觉评估法!相对荧光强度

*

D(

$

S

%

f

片段峰的面积
C

所在家族所有峰的面积 (

#""S

+评价克隆的变异&

)&D/!&AD%

各亚家族谱

系荧光峰下面积评价相应基因片段的克隆水平&

AT

评价
)&D/!&AD%

各亚家族谱系的复杂性,

AT f#

"

!

@

E

-

$

-;

"

#

%

-

$

-

"

#

%

7

$统计学方法$采用
UOUU #7

!

"

软件分析数

据!连续计量资料采用
=

%

T

表示!正态计量资料采用

方差分析!非正态资料采用秩和检验!

O P"

!

"5

为差

异有统计学意义,

结$$果

#

$脾虚造模后各组脾虚积分比较$正常组和肝

癌组脾虚积分分别为$

5

%

%

%和$

$

%

%

%分!低于其余

各组*脾虚组#$

#7

%

$

%分!脾虚肝癌组#$

#4

%

5

%分!

中药低剂量组#$

#7

%

5

%分!中药中剂量组#$

#7

%

6

%

分!中药高剂量组#$

#7

%

7

%分!西药组#$

#7

%

7

%分+!

差异均有统计学意义$

O P"

!

"#

%,

!

$各组大鼠脏器指数及平均体重比较$表
#

%

与正常组比较!脾虚组脾虚平均体重降低$

O P"

!

"#

%!

肝癌组肝癌平均体重降低$

O P"

!

"#

%!脾虚肝癌组脾

虚平均体重及肝癌平均体重降低$

O P"

!

"#

%, 与脾虚

组比较!肝癌组脾虚平均体重(肝癌平均体重升高!脾

虚肝癌组(中药中(高剂量组肝指数及胸腺指数降低

$

O P"

!

"#

%, 与肝癌组比较!脾虚肝癌组(中药低剂量

组及西药组脾虚平均体重及肝癌平均体重降低$

O P

"

!

"#

%!中药中(高剂量组肝癌体积指数(胸腺指数(脾

虚平均体重及肝癌平均体重降低$

O P"

!

"#

%, 与脾虚

肝癌组比较!中药中(高剂量组肝癌体积指数(肝指数(

胸腺指数降低$

O P"

!

"#

%, 与中药低剂量组比较!中

药中(高剂量组肝癌体积指数(肝指数降低 $

O P

"

!

"5

%, 与中药中剂量组比较!西药组肝癌体积指数(

肝指数升高 $

O P"

!

"5

%,与中药高剂量组比较!西药

组肝癌体积指数(肝指数升高$

O P"

!

"5

%,

%

$

)&D/!&AD%

亚家族谱系多样性研究结果概

况 $表
!

% $ 在 正 常 胸 腺 组 织 中 获 得
!"

个

)&D/!&AD%

亚家族图谱!正常肝组织获得
#R

个

)&D/!&AD%

亚家族图谱! 片段大小为
#""

)

!5" MI

!且图谱均呈准高斯分布$正态分布%, 随着脾

虚(肝癌(脾虚肝癌造模的进行!各亚家族表达图谱形

态(克隆数量及各片段表达量发生了明显改变!如#脾

虚(肝癌(脾虚肝癌因素可以造成亚家族克隆型的减

少(片段表达量的下降(

)&D/!&AD%

多样性的下降(

高斯分布的减少(偏峰寡克隆和单克隆型的增加等!健

脾解毒方对此均有不同程度的改善作用, 胸腺组织

中!脾虚肝癌组和中药低剂量组无表达的亚家族分别

为
%

个和
5

个!除
/7

外无共同无表达的亚家族, 除

正常组外其余各组均表现为
/7

共同无表达!各组无

表达亚家族共
#%

个, 肝组织中!脾虚组无表达亚家族

%

个!肝癌组无表达亚家族
5

个!脾虚肝癌组无表达亚

家族
6

个!且
%

组间除
/7

外无共同无表达亚家族&脾

表
#

$各组大鼠脏器指数及平均体重比较 $$

=

%

T

%

组别$$$

-

肝癌体积指数 肝指数 胸腺指数 脾虚平均体重$

>

% 肝癌平均体重$

>

%

正常$$$

#5

-

%

*

$

%

"

*

% "

*

"R%

%

"

*

"%#

!"5

%

#"

"#

!5"

%

#$

$#

脾虚$$$

#5

-

6

*

6

%

"

*

%

#%

"

*

#6!

%

"

*

"66

#%

#%R

%

##

$$-

肝癌$$$

#5 !

*

R

%

"

*

6 %

*

R

%

"

*

%

"

*

#%%

%

"

*

"%%

#

!"!

%

7

"

!%#

%

R

"

脾虚肝癌$

#5 !

*

!

%

#

*

"

6

*

%

%

"

*

6

"

"

*

##!

%

"

*

"%R

"

#6!

%

#"

$

#$!

%

##

$

中药低剂量
#5 !

*

%

%

"

*

5

6

*

!

%

"

*

4

"

"

*

#"%

%

"

*

"#4

#64

%

##

$

#$7

%

#%

$

中药中剂量
#5

#

*

4

%

"

*

$

$#!

%

*

R

%

"

*

%

"#!

"

*

"4R

%

"

*

"#R

"$#

#6$

%

4

$

#$7

%

$

$

中药高剂量
#5

#

*

4

%

#

*

5

$#!

%

*

7

%

"

*

%

"#!

"

*

"R#

%

"

*

"!!

"$#

#65

%

5

$

#$4

%

6

$

西药$$$

#5

!

*

!

%

"

*

$

%"

6

*

!

%

"

*

5

"%

"

*

#"5

%

"

*

"!%

#6%

%

7

$

#$!

%

$

$

$$注#'脾虚平均体重)和'肝癌平均体重)分别指脾虚和肝癌造模期间大鼠平均体重&与脾虚组比较!

"

O P"

!

"#

&与肝癌组比较!

$

O P"

!

"#

&与脾

虚肝癌组比较!

#

O P"

!

"#

&与中药低剂量组比较!

!

O P"

!

"5

&与中药中剂量组比较!

"

O P"

!

"5

&与中药高剂量组比较!

%

O P"

!

"5
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!

$

"!")$$"

虚肝癌组(中药低(高剂量组和西药组无表达亚家族分

别为
6

(

%

(

%

(

6

个!其中
/#$

为共同无表达亚家族&而

中药中剂量组无表达亚家族
!

个!其中
/%

是其与肝

癌组(中药高剂量组和西药组共同无表达亚家族&各组

共无表达亚家族
!5

个, 肝癌组织中!肝癌组和西药

组各无表达
!

个亚家族!

/#$

是脾虚肝癌组 $无表达

6

个亚家族%(

%

个中药组$分别无表达
$

(

5

(

5

个亚家

族% 和西药组共同无表达的亚家族!

/%

是脾虚肝癌组

(中药低(中剂(高量组共同无表达亚家族!各组共同无

表达
!6

个亚家族,

脾虚组和肝癌组
!

种组织中并无共同无表达的亚

家族$除
/7

%!脾虚肝癌组
%

种组织共同无表达的亚

家族为
/#

和
/#$

!中药组低剂量组肝和癌组织共同

无表达
/5

和
/#$

!中药中剂量组和西药组肝和癌组

织共同无表达
/%

!中药高剂量组肝和癌组织共同无表

达
/#$

, 其中
/6

(

/$

(

/#6

(

/#5

(

/#7

(

/#4

共
$

个亚

家族在各干预组各组织中无表达,

6

$胸腺组织(肝组织(肝癌组织各
)&D/!&AD%

亚家族表达的片段数目$表
%

)

5

%$胸腺组织(肝组

织(肝癌组织总峰数分别为
# "%!

(

5"6

(

%$7

, 正常组

胸腺组织
)D&/!&AD%

各亚家族总的峰数最多达

!!"

个!以正常组胸腺组织为参照!脾虚组为其

64

!

!S

!肝癌组为其
$%

!

$S

! 脾虚肝癌组为其

%7

!

7S

!中药低(中(高剂量组分别为其
!%

!

$S

(

7"

!

"S

(

$52 5S

!西药组为其
$"

!

5S

, 正常组肝组织

总
)D&/!&AD%

各亚家族的总峰数为
##%

个!其余各

表
!

$各组无表达
)&D/!&AD%

亚家族

组别$$$

-

胸腺组织 肝组织 肝癌组织

正常$$$

%

无
/7

-

脾虚$$$

% /7 /7

!

/!

!

/#R

-

肝癌$$$

% /7

/%

"

!

/7

!

/##

!

/#!

!

/#%

/5

!

/7

脾虚肝癌$

% /#

!

/7

!

/#$

/#

"

!

/7

!

/4

!

/#$

"

/#

"

!

/%

"

!

/7

!

/#$

"

中药低剂量
% /7

!

/#!

!

/#6

!

/#R

!

/!"

/5

!

/7

!

/#$

"

/%

"

!

/5

!

/7

!

/R

!

/#"

!

/#$

"

中药中剂量
% /7

/%

"

!

/7 /%

"

!

/7

!

/#"

!

/#!

!

/#$

"

中药高剂量
% /7

/%

"

!

/7

!

/#$

"

/7

!

/R

!

/#"

!

/#$

"

!

/!"

西药$$$

% /7

/%

"

!

/7

!

/#!

!

/#$

"

/%

"

!

/7

$$注#

"为主要的共同无表达
)&D/!&AD%

亚家族

表
%

$各组胸腺组织各亚家族荧光峰数$$个%

组别$$$

- /# /! /% /6 /5 /$ /7 /4 /R /#" /## /#! /#% /#6 /#5 /#$ /#7 /#4 /#R /!"

合计

正常$$$

% #! ## ## ## ## R 4 #! ## #% #% ## #" #" #% #" ## ## R #% !!"

脾虚$$$

% 5 R $ $ 5 5 " 7 7 $ 6 5 $ 7 5 # 5 7 7 % #"$

肝癌$$$

% 5 7 7 R $ $ " 4 R 7 7 7 $ R 7 $ $ #" 4 #" #6"

脾虚肝癌$

% " $ 5 % 5 $ " 5 5 5 ! 6 5 $ 5 " % $ 7 5 4%

中药低剂量
% ! 7 % 5 $ 4 " 7 5 # % " # " # # # # " " 5!

中药中剂量
% R 4 R 4 R 4 " R R 7 7 7 7 R 4 7 4 R 4 4 #56

中药高剂量
% 7 #" $ 7 4 R " R R 7 7 7 4 7 7 7 7 4 7 7 #66

西药$$$

% 7 4 6 4 4 7 " 4 R 7 4 # 4 7 7 $ 5 R 4 4 #%%

合计$$$

!6 67 $$ 5# 57 54 54 4 $5 $6 5% 5# 6! 5# 55 5% %4 6$ $# 56 56 # "%!

表
6

$各组肝组织各亚家族荧光峰数$$个%

组别$$$

- /# /! /% /6 /5 /$ /7 /4 /R

/#" /## /#! /#% /#6 /#5 /#$ /#7 /#4 /#R /!"

" # ! % 6 5 $ 7 4 R "

合计

正常$$$

% % 7 5 7 7 5 " R 5 4 $ % 5 $ $ 4 5 $ 7 5 ##%

脾虚$$$

% $ $ 6 % 5 % " 7 6 $ $ % 5 6 5 ! 5 7 " 6 45

肝癌$$$

% # 5 " % 6 5 " 5 $ " " 5 % 6 $ # ! % % ! 54

脾虚肝癌$

% " # # 6 # 6 " ! 6 5 % # % 6 $ " 6 ! ! 6 5#

中药低剂量
% # ! ! 6 " # " $ # % # # # 5 5 " 5 6 # # 66

中药中剂量
% ! % " # % 6 " 5 6 ! # % % 5 % # 5 % # # 5"

中药高剂量
% # 6 " % 6 6 " 6 ! % % ! ! 6 $ " 6 5 6 % 54

西药$$$

% ! 5 " 5 ! % " % # % # " ! ! 6 " 5 ! ! % 65

合计$$$

!6 #$ %% #! %" !$ !R " 6# !7 %" !# #4 !6 %6 6# #! %5 %! !" !% 5"6
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表
5

$各组癌组织各亚家族荧光峰数$$个%

组别$$$

- /# /! /% /6 /5 /$ /7 /4 /R

/#" /## /#! /#% /#6 /#5 /#$ /#7 /#4 /#R /!"

" # ! % 6 5 $ 7 4 R "

合计

肝癌$$$

% ! % 6 7 " 6 " $ 5 6 ! ! % 5 5 ! 6 % $ 6 7#

脾虚肝癌$

% " % " ! % 6 " % % ! ! # % 5 5 " 6 ! 5 % 5"

中药低剂量
% # % " 6 " % " % " " # # ! ! 4 " % 6 ! % 6"

中药中剂量
% # 5 " 6 % 5 " % # " ! " ! 5 5 " % % ! ! 6$

中药高剂量
% ! $ 6 6 5 5 " $ " " % % 5 6 5 " 6 $ # " $%

西药$$$

% $ $ " $ 7 7 " $ % 5 % 5 $ 7 6 6 6 $ $ $ R7

合计$$$

#4 #! !$ 4 !7 #4 !4 " !7 #! ## #% #! !# !4 %! $ !! !6 !! #4 %$7

组明显下降!以正常组肝组织为参照!脾虚组为其

75

!

!S

!肝癌组为其
5#

!

%S

! 脾虚肝癌组为其

65

!

#S

!中药低(中(高剂量组分别为其
%4

!

RS

(

66

!

%S

(

5#

!

%S

!西药组为其
%R

!

4S

, 癌组织中!

)D&/!&AD%

各亚家族的总峰数脾虚肝癌组为
5"

!

以此为参照!肝癌组为其
#6!

!

"S

!中药低(中(高剂量

组分别为其
4"

!

"S

(

R!

!

"S

(

#!$

!

"S

!西药组为

其
#R6

!

"S

,

5

$各组胸腺(肝(肝癌组织
)&D/!&AD%

谱型

AT

比较$表
$

%$各组各组胸腺组织
)&D/!&AD%

谱

型
AT

由高到低依次为#正常组
Q

中药中剂量组
f

中

药高剂量组
Q

肝癌组
Q

脾虚组
f

西药组
Q

脾虚肝癌

组
Q

中药低剂量组&肝组织#正常组
Q

脾虚组
Q

中药高

剂量组
Q

中药中剂量组
Q

西药组
Q

脾虚肝癌组
Q

肝癌

组
Q

中药低剂量组&癌组织#西药组
Q

肝癌组
Q

脾虚肝

表
$

$各组胸腺(肝(肝癌组织
)&D/!&AD%

谱型
AT

比较

组别$$$

-

胸腺组织 肝组织 肝癌组织

正常$$$

% R5

*

6

%

#

*

% R5

*

!

%

"

*

$

-

脾虚$$$

% R5

*

#

%

#

*

% R5

*

#

%

"

*

$

-

肝癌$$$

% R5

*

!

%

#

*

! R6

*

!

%

"

*

$ R5

*

"

%

#

*

"

脾虚肝癌$

% R6

*

R

%

#

*

% R6

*

5

%

"

*

$ R6

*

4

%

"

*

R

中药低剂量
% R#

*

$

%

#

*

% R%

*

5

%

"

*

7 R!

*

$

%

#

*

"

中药中剂量
% R5

*

%

%

#

*

% R6

*

R

%

"

*

$ R6

*

"

%

"

*

R

中药高剂量
% R5

*

%

%

#

*

% R5

*

"

%

"

*

$ R6

*

#

%

"

*

R

西药$$$

% R5

*

#

%

#

*

% R6

*

$

%

"

*

$ R5

*

#

%

#

*

"

癌组
Q

中药高剂量组
Q

中药中剂量组
Q

中药低剂

量组,

$

$各组胸腺(肝(肝癌组织中
)&D/!&AD%

谱型

克隆型比较$表
7

%$各组胸腺组织'准高斯分布克隆

比例)由高到低依次为#正常组
Q

中药中剂量组
f

中药

高剂量组
Q

肝癌组
Q

西药组
Q

脾虚组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂量组&肝组织#正常组
Q

西药组
Q

脾虚组
f

中

药高剂量组
Q

中药中剂量组
Q

肝癌组
Q

中药低剂量

组
Q

脾虚肝癌组&癌组织#中药高剂量组
Q

西药组
Q

中

药中剂量组
Q

肝癌组
Q

中药低剂量组
Q

脾虚肝癌组,

各组胸腺组织'偏峰分布克隆比例)由高到低依次

为#脾虚肝癌组
Q

脾虚组
Q

中药低剂量组
Q

肝癌组
Q

西

药组
Q

中药中剂量组
f

中药高剂量组
f

正常组&肝组

织#脾虚组
Q

中药高剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

肝癌组
Q

西

药组
Q

正常组
Q

中药中剂量组
Q

中药低剂量组&癌组

织#脾虚肝癌组
Q

肝癌组
Q

中药低剂量组
Q

西药组
Q

中

药高剂量组
f

中药中剂量组,

各组胸腺组织'单克隆分布克隆比例)由高到低

依次为#中药低剂量组
Q

西药组
f

脾虚组
Q

中药中剂

量组
f

中药高剂量组
f

肝癌组
f

脾虚肝癌组
f

正常

组&肝组织#中药低剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药中剂量

组
Q

肝癌组
Q

西药组
Q

中药高剂量组
Q

正常组
f

脾虚

组&癌组织#中药低剂量组
Q

中药中剂量组
Q

脾虚肝癌

组
Q

中药高剂量组
Q

肝癌组
f

西药组,

表
7

$各组
)&D/!&AD%

亚家族克隆型比例比较$*例$

S

%+

组别$$$

准高斯分布克隆比例 偏峰克隆比例 单克隆比例

胸腺组织 肝组织 癌组织 胸腺组织 肝组织 癌组织 胸腺组织 肝组织 癌组织

正常$$$

!"

$

#""

*

"

%

4

$

6!

*

#

% $-

"

$

"

*

"

%

##

$

57

*

R

% $-

"

$

"

*

"

%

"

$

"

*

"

% $-

脾虚$$$

4

$

6!

*

#

%

%

$

#7

*

7

% $-

R

$

67

*

6

%

#6

$

4!

*

6

% $-

#

$

5

*

%

%

"

$

"

*

"

% $-

肝癌$$$

#$

$

46

*

!

%

!

$

#%

*

%

%

5

$

!7

*

4

%

%

$

#5

*

4

%

##

$

7%

*

%

%

#%

$

7!

*

!

%

"

$

"

*

"

%

!

$

#%

*

%

%

"

$

"

*

"

%

脾虚肝癌$

$

$

%5

*

%

%

"

$

"

*

"

%

!

$

#!

*

5

%

##

$

$6

*

7

%

#!

$

75

*

"

%

#%

$

4#

*

%

%

"

$

"

*

"

%

6

$

!5

*

"

%

#

$

$

*

%

%

中药低剂量
5

$

%%

*

%

%

!

$

##

*

4

%

!

$

#6

*

%

%

6

$

!$

*

7

%

7

$

6#

*

!

%

R

$

$6

*

%

%

$

$

6"

*

"

%

4

$

67

*

#

%

%

$

!#

*

6

%

中药中剂量
#R

$

#""

*

"

%

%

$

#$

*

7

%

$

$

6"

*

"

%

"

$

"

*

"

%

##

$

$#

*

#

%

7

$

6$

*

7

%

"

$

"

*

"

%

6

$

!!

*

!

%

!

$

#%

*

%

%

中药高剂量
#R

$

#""

*

"

%

%

$

#7

*

7

%

7

$

6$

*

7

%

"

$

"

*

"

%

#%

$

7$

*

5

%

7

$

6$

*

7

%

"

$

"

*

"

%

#

$

5

*

R

%

#

$

5

*

$

%

西药$$$

#5

$

7R

*

"

%

%

$

#4

*

4

%

4

$

66

*

6

%

%

$

#5

*

4

%

##

$

$4

*

4

%

#"

$

55

*

$

%

#

$

5

*

%

%

!

$

#!

*

5

%

"

$

"

*

"

%

$$注#比例基数为各组各组织表达的亚家族数!不计无表达的亚家族数
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$各组胸腺(肝(肝癌组织中
)&D/!&AD%

谱

型荧光峰下面积分析$表
4

(

R

%$各组胸腺组织'公共

表达
)&D/!&AD%

亚家族荧光峰下总面积)由高到

低依次为#正常组
Q

中药中剂量组
Q

肝癌组
Q

西药

组
Q

脾虚组
Q

中药高剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂

量组&肝组织#正常组
Q

脾虚组
Q

肝癌组
Q

中药高剂量

组
Q

西药组
Q

中药中剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂

量组&癌组织#西药组
Q

肝癌组
Q

中药高剂量组
Q

中药

中剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂量组,

各组胸腺组织'

)&D/!&AD%

亚家族荧光峰下总

面积)由高到低依次为#正常组
Q

中药中剂量组
Q

肝癌

组
Q

西药组
Q

脾虚组
Q

中药高剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂量组&肝组织#正常组
Q

脾虚组
Q

中药高剂量

组
Q

肝癌组
Q

西药组
Q

中药中剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂量组&癌组织#西药组
Q

肝癌组
Q

中药高剂量

组
Q

中药中剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂量组,

表
4

$各组公共表达
)&D/!&AD%

亚家族

荧光峰下总面积比较 $$

=

%

T

%

组别$$$

-

胸腺组织 肝组织 癌组织

正常$$$

% $ 5%R

%

! %!5 # !%4

%

6%R

$$-

脾虚$$$

% %74

%

#7$ $7"

%

6%%

$$-

肝癌$$$

% 55!

%

%5"

$

7$

%

!$ 46

%

6!

脾虚肝癌$

%

$

4R

%

5!

$

6#

%

#$ 6$

%

!!

中药低剂量
%

$

%4

%

!R

$

%%

%

%" %5

%

!R

中药中剂量
% 4#4

%

#55

$

64

%

#R 5$

%

!!

中药高剂量
% %%!

%

RR

$

$7

%

%! 7%

%

%%

西药$$$

% 67R

%

#RR

$

57

%

%R #"5

%

$!

表
R

$各组
)&D/!&AD%

亚家族荧光峰下总面积$$

=

%

T

%

组别$$$

-

胸腺组织 肝组织 癌组织

正常$$$

% R !"$

%

# #!5

$

4!6

%

%!%

$$-

脾虚$$$

%

$

65!

%

!!$

$

$44

%

6#%

$$-

肝癌$$$

%

$

$R%

%

%$!

$

75

%

64 #"7

%

7%

脾虚肝癌$

%

$

#"#

%

$!

$

6R

%

!R 5#

%

%$

中药低剂量
% 6"

%

!R

$

6#

%

%! %4

%

!!

中药中剂量
% #" R!

%

%%$

$

5%

%

!" 7!

%

%7

中药高剂量
%

$

%4%

%

#!7

$

7$

%

%$ R6

%

5#

西药$$$

%

$

547

%

%#"

$

$%

%

%R #6"

%

4!

$$

4

$各组
)&D/!&AD%

亚家族最大峰下面积均数

及其
D(

值均数$表
#"

%$各组胸腺组织
)&D/!&AD%

亚家族最大峰下面积由高到低依次为#正常组
Q

中药

中剂量组
Q

肝癌组
Q

西药组
Q

脾虚组
Q

中药高剂量组

Q

脾虚肝癌组
Q

中药低剂量组&肝组织#正常组
Q

脾虚

组
Q

肝癌组
f

西药组
Q

中药高剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中药中剂量组
f

中药低剂量组&癌组织#肝癌组
Q

中药

高剂量组
Q

西药组
Q

中药中剂量组
Q

脾虚肝癌组
Q

中

药低剂量组,

各组胸腺组织
)&D/!&AD%

亚家族最大峰下面

积
D(

值由高到低依次为#中药低剂量组
Q

脾虚肝癌

组
Q

脾虚组
Q

西药组
Q

中药中剂量组
f

肝癌组
f

中药

高剂量组
Q

正常组&肝组织#中药低剂量组
Q

中药中剂

量组
Q

脾虚肝癌组
Q

肝癌组
Q

西药组
Q

中药高剂量

组
Q

脾虚组
Q

正常组&癌组织#中药低剂量组
Q

中药中

剂量组
Q

中药高剂量组
Q

脾虚肝癌组
f

肝癌组
Q

西

药组,

讨$$论

脾虚造模后!脾虚模型的脾虚积分明显高于非脾虚

模型组!脾虚模型各组均达到中重度脾虚状态!说明脾

虚模型制作较为理想, 脾虚造模期间!脾虚大鼠的平均

体重均明显降低!各组间差别不大&肝癌模型制作后由

于停止脾虚造模大鼠体重得到明显增加!但是仍然低于

肝癌组和正常组!而肝癌组也低于正常组, 说明肝癌造

模不利于大鼠体重的维持!脾虚因素不仅在造模期间有

致脾虚作用!停止造模后可能仍有一定影响,

解剖数据的结果说明脾虚模型的肝指数和胸腺指

数较正常大鼠高!由于脾虚对大鼠体重增长的削弱明

显!可能提示脾虚造模过程对脏器相对重量的提高具

有维持作用, 肝癌模型也有类似脾虚模型的作用!但

肝癌模型的肝癌体积指数在各组中最高!说明肝癌模

型一方面可能刺激肝脏和胸腺的增殖!一方面可能降低

大鼠的体重增加!提示肝癌对机体产生了不利的影响,

表
#"

$各组
)&D/!&AD%

亚家族最大峰下面积均数及其
D(

值均数比较$$

=

%

T

%

组别$$

-

胸腺组织 肝组织 癌组织

面积
D(

面积
D(

面积
D(
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$
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!
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脾虚肝癌模型$和低浓度健脾解毒方%和胸腺五肽组

肝癌体积指数(肝指数和胸腺指数相当!虽然肝癌体

积指数和肝指数低于肝癌组!但均高于中浓度和高

浓度健脾解毒方!尤其是肝指数与脾虚组相当!胸腺

指数也高于中浓度和高浓度健脾解毒方!说明脾虚

肝癌模型肝癌(肝脏(胸腺均处于较高水平!可能的

机制是内脏因不良因素的刺激而形成结构和功能的

代偿, 中(高剂量健脾解毒方对肝癌的体积增殖具

有抑制作用!并且恢复其内脏指数$肝指数和胸腺指

数与正常组接近%的正常比例!胸腺五肽则没有类似

作用,

根据
)&D

多肽链的异质性可将
)

细胞分为
#!)

细胞和
$%)

细胞!前者占
)

细胞的
R5S

以上*

#%

+

,

)&D!

链的基因序列和晶体结构研究较为清楚*

#6

+

!

)&D!

链与
+[&

及其递呈的抗原结合是通过
%

个互补

决定区完成的!其中
&AD%

位于超变区直接识别
+[&

递呈的抗原并与其结合!最终通过细胞内信号通路

$

&A%

%引起相应
)

细胞克隆增殖*

#5

+

,

)&D/!&AD%

多肽链基因的多样性极为复杂*

#$

+

!几乎可以形成对应

于内外源性抗原结构的镜像!它产生于
)

细胞的成熟分

化过程和免疫反应过程!直接反映
)

细胞免疫识别的潜

能,

)&D/!&AD%

基因片段的谱型表达的多样性和表

达水平则反映一定生理病理条件下相应
)

细胞克隆增

殖的状况, 基于
)&D/!&AD%

基因片段的谱型分析可

以了解生理病理情况下不同组织局部
)&D/!&AD%

谱

系的特征!进而了解相应
)

细胞克隆增殖的情况和机体

免疫识别功能的状态,

本研究对于脾虚(脾虚肝癌以及健脾解毒方和胸腺

五肽干预的脾虚肝癌大鼠模型
)&D/!&AD%

的
!"

个

亚家族基因谱系的分析从克隆型完整性$克隆型数量%(

基因谱系的复杂性(谱系非正态分布的程度(谱系及片

段表达水平(各克隆中片段的表达与不表达等方面进行

了多 角 度 分 析, 结 果 提 示 正 常 胸 腺 组 织 各

)&D/!&AD%

亚家族保持良好的增值状态!正常肝组

织中
)&D/!&AD%

谱型分布是高斯分布与偏峰分布相

混合的, 正常或病理情况下胸腺组织
)&D/!&AD%

谱

系多样性高于肝组织和肝癌组织!说明脾虚(移植性肝

癌(脾虚肝癌情况下外周免疫是免疫反应的主要场所,

而胸腺(肝脏(肝癌组织中
)&D/!&AD%

谱系多样性和

表达水平在脾虚(移植性肝癌(脾虚肝癌模型中出现明

显下降!提示相应情况下机体免疫功能出现异常, 高(

中剂量中药干预后脾虚肝癌模型准高斯分布比例得到

改善!结合中药的抑癌作用!提示中药的抑癌作用与其

提高抗肝癌
)

细胞克隆数量有关, 对于中药低剂量组

)&D

多样性在
%

种组织中均处于最低水平的情况!根

据其数据与单纯脾虚肝癌模型接近!初步推测可能与给

药浓度未达到治疗有效浓度有关, 而胸腺五肽组肝癌

组织中
)&D/!&AD%

亚家族谱系的高表达!根据其抑

癌作用不明显!推测胸腺五肽动员的
)

细胞克隆的抗癌

作用不明显, 这些结果提示免疫识别能力在脾虚和

$或%肝癌机体中具有重要的临床意义!值得深入探索,

目前相关研究主要立足于寻求特定疾病情况下

)&D/!&AD%

特定亚家族的特异性改变!进而设计相

应的方法来进行干预*

#7

+

!有研究提示
)&D/!#5

(

)&D/!4

!

6

和
)&D/!7

!

#

基因修饰可明显增强
)

淋

巴细胞对肝癌
Y.1

#

76"!

细胞的杀伤效应*

#4

"

!#

+

, 由

于恶性肿瘤的抗原性较弱!这一研究思路对于恶性肿

瘤的过继免疫治疗有重要意义, 实际的恶性肿瘤或疾

病情况!往往提示
)&D/!&AD%

多表现为局部的非特

异性改变和整体的特异性改变*

!!

!

!%

+

!反映的是机体免

疫失调的整体情况!非常复杂!

)&D/!&AD%

数
#"

个

亚家族基因的无限变化就说明了这一点, 因此!本研究

结果提示现脾虚(移植性肝癌(脾虚肝癌等情况下

)&D/!&AD%

表现为多个亚家族的表达改变!药物干

预的结果也是如此, 这些变化的总特点是在病理情况

下胸腺组织和肝组织中
)&D/!&AD%

的基因谱系的

复杂性和表达水平明显下降!健脾解毒方的干预可以

改善这种异常改变!提示健脾解毒方对改善脾虚肝癌

模型免疫识别功能的积极作用, 这也一定程度解释了

健脾解毒方治疗肝癌的有效性!本研究结果对进一步

在临床工作中探索本方治疗肝癌的作用机制奠定了

基础,

高(中剂量健脾解毒方对脾虚肝癌模型肝癌的生

长有一定抑制作用!其机制与本方改善大鼠胸腺和肝

脏组织
)&D/!&AD%

基因谱系的表达有关!但具体的

作用环节有待进一步研究探索, 胸腺五肽作为一种刺

激
)

细胞成熟和分化的药物对大鼠胸腺和肝脏组织

)&D/!&AD%

基因谱系表达作用不明显*

!6

!

!5

+

!而可

改善肝癌组织中
)&D/!&AD%

基因谱系的表达!其机

制和临床意义也值得深入研究,

参 考 文 献

*

#

+$陈泽雄!张诗军!胡洪涛!等
2

扶正解毒法对肝癌患者

)\&8

术后临床作用的研究 *

'

+

2

中国中药杂志!

!""7

!

%!

$

##

%#

#"57

"

#"$"2

*

!

+$

U,- Y

!

+.-> '

!

^;:-> )

!

.E :12 ';:-I; ';.H, D.@;

#

I. ;9IG0L.T T,GL;L:1 0K F.I:E0@:G@;-09: 9;@. MJ

:KK.@E;-> IF0TIF:E:T. :-H E.-T;- F09010>

!

IF0T

#



中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

!

',-. !"#$

!

/012 %$

!

30

!

$

"!*"$$"

IF0;-0T;E;H. %

#

N;-:T.

!

:-H K0@:1 :HF.T;0- N;-:T.

*

'

+

2 ' )G:H;E &F;- +.H

!

!"#%

!

%%

$

6

%#

67R

"

6452

*

%

+$孙保国!周厚明!邓宜材!等
2

健脾解毒复方中药对裸鼠

肝癌模型
O)83C8Dd#

的影响 *

'

+

2

中国中药杂志!

!""R

!

%6

$

R

%#

##66

"

##642

*

6

+$

*:-> '[

!

D.;-F.G< 8V2 UEG,@E,G:1 M:T;T 0K ) @.11

G.@0>-;E;0- 0K I.IE;H.T M0,-H E0 +[& 901.@,1.T

*

'

+

2 +01 (99,-01

!

!""!

!

%4

$

#6

%#

#"%R

"

#"6R2

*

5

+$

V; [

!

V.G: \

!

+:G;,<<: D\2 UEG,@E,G.

#

K,-@E;0-

TE,H;.T 0K )

#

@.11 G.@.IE0G

#

T,I.G:-E;>.- ;-E.G:@

#

E;0-T

*

'

+

2 (99,-01 D.L

!

#RR4

!

#$%

#

#77

"

#4$2

*

$

+$

D0M;-T [U

!

&:9IG.>F.G O/

!

UG;L:TE:L: Ud

!

.E :12

&09IG.F.-T;L. :TT.TT9.-E 0K )

#

@.11 G.@.IE0G !

#

@F:;- H;L.GT;EJ ;- :1IF:M.E: ) @.11T

*

'

+

2 Y100H

!

!""R

!

##6

$

#R

%#

6"RR

"

6#"72

*

7

+$

UF.GW00H \+

!

89.GT0- DB

!

U@F.G.G A

!

.E :12

),90G

#

;-K;1EG:E;-> 1J9IF0@JE.T ;- @010G.@E:1

E,90GT H;TI1:J : H;L.GT;EJ 0K ) @.11 G.@.IE0G T.

#

b,.-@.T EF:E H;KK.G KG09 EF. ) @.11T ;- :H_:@.-E

9,@0T:1 E;TT,.

*

'

+

2 &:-@.G (99,-01 (99,-0EF

#

.G

!

!"#%

!

$!

$

R

%#

#65%

"

#6$#2

*

4

+$

A0,;11:GH O

!

O:--.E;.G &

!

'0T;.- D

!

.E :12 A0-0G

#

TI.@;K;@ M100H EG:-TK,T;0-

#

;-H,@.H E01.G:-@. ;- :

#

H,1E G:ET W;EF : H09;-:-E )&D

#

&M.E: G.:GG:->.

#

9.-E ;- F.:GE :110>G:KET

*

'

+

2 ' (99,-01

!

#RR$

!

#57

$

%

%#

#!5"

"

#!$"2

*

R

+$孙保国!项婷!李玉龙!等
2

大小承气汤制作大鼠脾虚肝

癌模型的比较*

'

+

2

中国实验动物学报!

!"#6

!

!!

$

!

%#

!"

"

!52

*

#"

+$李勇敏!韩育明!朱克俭
2

饮食失节法脾虚模型小鼠症

状的综合评价及缺陷研究*

'

+

2

湖南中医杂志!

!"##

!

!7

$

6

%#

#!$

"

#!72

*

##

+$

V, '

!

Y:T, \

!

+.1.-F0GTE ''

!

.E :12 \-:1JT;T 0K )

#

@.11 G.I.GE0;G. ;- F.I:E;E;T

#

:TT0@;:E.H :I1:TE;@ :

#

-.9;:

*

'

+

2 Y100H

!

!""6

!

#"%

$

#!

%#

6544

"

65R%2

*

#!

+$

/.-E,G; /

!

d.H<;.GTN: d

!

),G-.G U'

!

.E :12 +.EF

#

0HT K0G @09I:G;-> EF. H;L.GT;EJ 0K T:9I1.T 0K EF.

) @.11 G.@.IE0G G.I.GE0;G.

*

'

+

2 ' (99,- +.EF0HT

!

!""7

!

%!#

$

#

"

!

%#

#4!

"

#R52

*

#%

+$

dG.T1:LTNJ )

!

]1.;9.G +

!

]:GM. \(

!

.E :12#!L.G

#

T,T $% K:E. @F0;@.

#

@0,-E;-> EF. )

#

@.11 1;-.:>.T :E

EF. MG:-@F I0;-E

*

'

+

2 (99,-01 D.L

!

!"#"

!

!%4

$

#

%#

#$R

"

#4#2

*

#6

+$

Z0.E. /

!

(GL;-> +

!

`.GM.G +

!

.E :12 UEG,@E,G.

#

M:T.H

!

G:E;0-:1 H.T;>- 0K ) @.11 G.@.IE0GT

*

'

+

2

`G0-E (99,-01

!

!"#%

!

6

#

!$42

*

#5

+$

YG;H>.9:- 'U

!

U.W.11 \d

!

+;1.T ''

!

.E :12 UEG,@

#

E,G:1 :-H M;0IFJT;@:1 H.E.G9;-:-ET 0K #! )

#

@.11

:-E;>.- G.@0>-;E;0-

*

'

+

2 (99,-010>J

!

!"#!

!

#%5

$

#

%#

R

"

#42

*

#$

+$

Z:G-;ETJ-: /(

!

8L:L01H YA

!

U@F0.EE1. V3

!

.E :12

8TE;9:E;-> EF. H;L.GT;EJ

!

@09I1.E.-.TT

!

:-H

@G0TT

#

G.:@E;L;EJ 0K EF. ) @.11 G.I.GE0;G.

*

'

+

2 `G0-E

(99,-01

!

!"#%

!

6

#

6452

*

#7

+$

A

+

TT;->.G ]

!

Y,-T. +

!

Y.E '

!

.E :12 +[& 9,1E;9

#

.G

#

>,;H.H :-H @.11 @,1E,G.

#

;-H.I.-H.-E ;T01:E;0- 0K

K,-@E;0-:1 ) @.11 G.@.IE0GT KG09 T;->1. @.11T K:@;1;

#

E:E.T )&D ;H.-E;K;@:E;0- K0G ;99,-0EF.G:IJ

*

'

+

2

OV0U B-.

!

!"#%

!

4

$

6

%#

.$#%462

*

#4

+$姚佳红
2)

细胞受体
/!#5

基因对肝癌细胞识别和杀伤

作用的研究*

A

+

2

湖北#三峡大学!

!""62

*

#R

+$肖兰凤!胡丽彩!林月霞!等
2 )&D/!4

!

6

基因转染人

OY+&

对肝癌细胞杀伤活性的研究*

'

+

2

中国免疫学杂

志!

!""%

!

#R

$

$

%#

6"6

"

6"42

*

!"

+$黄树林!周继斌!陈维春!等
2 )&D/!

基因亚家族的优

势取用和
O)d

信号传导途径的激活及体外对肝癌细胞

凋亡的诱导 *

'

+

2

中国免疫学杂志!

!""#

!

#7

$

5

%#

!65

"

!642

*

!#

+$吕丽珊!王金全!邵红伟!等
2 )&D/!7

!

#

基因修饰的
)

细胞对肝癌细胞体外杀伤及体内靶向识别作用的研究

*

'

+

2

中国医药生物技术!

!""7

!

!

$

$

%#

6#$

"

6!%2

*

!!

+$

U:-HM.G> a

!

d:11.9.;_- +'

!

A;N *\

!

.E :12 V:@N

0K @0990- )&D\ :-H )&DY @10-0EJI.T ;- &A4

$

g

%

C)&D#!

$

g

%

)

#

@.11 1:G>. >G:-,1:G 1J9IF0@JE.

1.,N.9;:

#

: G.L;.W 0- EF. G01. 0K :-E;>.-;@ T.1.@

#

E;0- ;- EF. ;99,-0I:EF0>.-.T;T 0K &A4

$

g

%

)

#

V]V

*

'

+

2 Y100H &:-@.G '

!

!"#6

!

6

#

.#7!2

*

!%

+$

/:- H.G `;ET V

!

U:-HM.G> a

!

A:G<.-E:T 3

!

.E :12

\ G.TEG;@E.H @10-:1 )

#

@.11 G.@.IE0G #! G.I.GE0;G.

;- U

,

<:GJ TJ-HG09. ;T ;-H;@:E;L. 0K T,I.G:-E;>.-

#

;@ TE;9,1:E;0-

*

'

+

2 YG ' A.G9:E01

!

!"##

!

#$5

$

#

%#

74

"

462

*

!6

+$

D.@@F;: `

!

A. `;1;II;T U

!

];-:1H; V

!

.E :12 OF:T.

'

"

( TE,HJ 0K H0T. ;-E.-T;K;.H @F.90EF.G:IJ

W;EF K;1>G:TE;9 :-H EFJ90I.-E;- ;- I:E;.-ET W;EF

:HL:-@.H @:-@.G

*

'

+

2 &1;- ).G

!

#RR7

!

#64

$

5

"

$

%#

!"#

"

!"72

*

!5

+$

V,-;- U+

!

30L0T.10L: )/

!

dFG.-0L +B

!

.E :12

(99,-090H,1:E0GJ .KK.@ET 0K EFJ90I.-E;- ,-H.G

:@,E. :-H @FG0-;@ ;-K1:99:E;0-T ;- 9;@.

*

'

+

2

Y;0K;<;N:

!

!""R

!

56

$

!

%#

!$"

"

!$$2

$收稿#

!"#6

"

"6

"

"4

$修回#

!"#$

"

"%

"

!R

%


