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消癌解毒方对
J

!!

瘤荷小鼠
1?K8LM

表达谱的影响

邱雯莉#陈海彬#姜泽群#周红光

摘要#目的#通过对
J

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织微小核糖核酸!

1?K8LM

"表达谱的检测#探讨消癌解毒方

抗肝癌的作用机制$ 方法#将
<"

只
J

!!

荷瘤小鼠随机分为模型组#消癌解毒方低剂量组%中剂量组%高剂量

组和顺铂组#每组
#"

只$ 应用病理组织学技术#检测各组
J

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织光镜下的差异表现$ 应用

1?K8L

芯片技术#检测各组
J
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荷瘤小鼠肿瘤组织差异表达
1?K8LM

$ 应用统计学方法分析#找出与消癌

解毒方作用机制相关的差异
1?K8LM

$ 结果#病理组织学检查结果显示#随着消癌解毒方剂量的增加#病理

性核分裂像减少#癌细胞减小#抗癌效果增强$ 根据
1?K8L

芯片的分析结果#消癌解毒方对
J
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瘤荷小鼠肿

瘤组织内一些特异
1?K8LM
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表达显著下调$ 结论#消癌解毒方可能通过调控多种
1?K8LM

的表达来

发挥其抗肿瘤的作用$

关键词#消癌解毒方&

J
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荷瘤小鼠&微小核糖核酸
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>CP 52X?5BM6Z .CA>CF.P >C0?

"

F>CF.3 .NN.F0 >65CD \?0A
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##肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一"其发展快"易转

移"严重威胁患者的生活质量
'

#

(

) 我国著名国医大师

周仲瑛教授临证
$"

余载"提出了*癌毒+的理论
'

!

(

)

消癌解毒方就是在*癌毒+理论指导下"经过长期临床

实践总结的治疗恶性肿瘤有效的方剂) 但该方具体的

抗癌机制仍不清楚) 本实验旨在通过研究消癌解毒方

对
J

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织
1?K8LM

表达的影响"探讨

其可能的抗癌机制)

材料与方法

#

#动物#清洁级
)'K

小鼠"共
<!

只" 购自上海
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斯莱克实验动物责任有限公司) 雄性"体重$

#9

$

!

&

D

"

实验动物使用许可证
-^O]

$苏&

!"":

%

""&"

%实验

动物生产许可证
-'O]

$沪&

!"":

%

"""<

)

J
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肝癌

种鼠由南京市鼓楼医院动物房提供)

!

#药物#消癌解毒处方由白花蛇舌草
!" D

#太

子参
#< D

#僵蚕
#" D

#山慈菇
#" D

#蜈蚣
&

条#八

月札
#! D

#麦冬
#! D

组成"中药制剂购自安徽省亳

州市中西药有限公司"由南京中医药大学药理教研室

煎制"先用
#"

倍于药量的水大火煮开"小火煨
! A

"取

滤液) 药渣加
9

倍水煮
#

!

< A

"取滤液"并将两次滤液

混匀) 浓缩成药量为
! DI1_

的滤液"保存备用) 顺

铂注射液 $

!" 1DI

支" 南京制药厂有限公司"批号

!""%###9

&%注射用生理盐水$南京小营药业集团有

限公司"批号
!""%"%";"&

&)

&

#试剂和仪器#

*3?@56

$美国
)CX?035D.C

公

司&%

1?K'TK^*, L33>Z R5\.3 _>2.6?CD `?0

$丹麦

=Q?W5C

公司&%

K8>M.Z ,?C? ]?0

$德国
S?>D.C

公

司&%

+>MA 2BNN.3 `?0

$丹麦
=Q?W5C

&%

8>C5G35/

8G

"

#"""

$美国
LD?6.C0

公司&%

LD?6.C0 !#"" [?5>C

"

>6Z@.3

$美国
LD?6.C0

公司&%

LQ5C U.C.R?Q ;"""[

,?F35>33>Z -F>C

$荷兰
LQ5C

公司&)

;

#实验方法

;

!

#

#造模及分组#抽取
J

!!

肝癌种鼠腹水

"

!

; 1_

接种于
!

只
)'K

小鼠腹腔内进行传代

$

"

!

!1_I

只&"每隔
:

天左右再次传代
#

次"用于连续

实验) 颈椎脱臼法处死种鼠"用碘酒,酒精消毒腹部"

在无菌操作下"抽取种鼠腹水
< 1_

"生理盐水洗涤

&

次"收集细胞"并稀释成
!

&

#"

$

I1_

的细胞悬液)

:<a

酒精消毒小鼠右腋皮肤"按每鼠
"

!

!1_

$

!

&

#"

$

I1_

&瘤细胞悬液接种于小鼠右腋皮下) 轻旋出

针"无菌棉球按压
# 1?C

"避免种液渗出"制成局灶型

肿瘤细胞模型'

&

(

) 并将小鼠随机分为
<

组"每组

#"

只"即模型组"消癌解毒方低,中,高剂量组$简称

低,中,高剂量组&"顺铂组)

;

!

!

#给药方法#用量按人与小鼠体表面积等

效剂量换算$药物剂量换算按照人与小鼠每公斤体

重用药量
#

'

%

换算&

'

&

(

"以临床治疗量为实验低剂

量"按
#

'

&

'

%

浓度给予消癌解毒方低,中,高剂量组

和造模组$生理盐水&等容灌胃) 根据浓缩药物换算

$

9! DI:" `D

&

%

&"低剂量组为
#" DI

$

`D

!

P

&"中剂

量组为
&" DI

$

`D

!

P

&"高剂量组为
%" DI

$

`D

!

P

&)

而小鼠顺铂最大耐受剂量为
% 1DI`D

"腹腔注射

&

!

" b;

!

" 1DI`D

连续
<

天就可以引起明显的毒性

反应"而
! 1DI`D

连续
<

天则对肾脏损害不明显'

;

(

)

故顺铂组腹腔注射通过预实验后确定为按
"

!

""# DI

$

`D

!

P

&给药) 小鼠造模后第
!

天起每天给药
#

次"连续
#"

天) 各组动物禁食过夜"第
##

天断头处

死小鼠"置冰碟上"快速剥离取下移植瘤组织"用无

菌冰生理盐水清洗血污后"放入经
G=R'

水处理过

的离心管中"置液氮罐中保存)

<

#观察项目及检测方法

<

!

#

#小鼠移植瘤组织病理组织学检查#取处死

J

!!

小鼠移植瘤组织"将其用
#"a

福尔马林固定"常规

石蜡包埋"切片厚
; b< !1

"

J=

染色"光镜下观察消

癌解毒方作用后
J

!!

移植瘤细胞形态的变化"根据病

变轻重程度"依次半定量为为轻度坏死*

c

+"中度坏

死*

c c

+"重度坏死*

c c c

+"无坏死组织标记为

* %+)

<

!

!

#

1?K8L

芯片表达

<

!

!

!

#

#总
K8L

提取和质量控制#取各组肿瘤

组织研磨"每
#"" 1D

组织中加入
# 1_ *3?@56

" 用匀

浆仪进行匀浆处理"将匀浆样品在室温$

#< b &"

(&

放置
< 1?C

"使核酸蛋白复合物完全分离"每
# 1_ *3

"

?@56

加入
"

!

! 1_

氯仿抽提"离心"加异丙醇沉淀"用

:<a

乙醇洗涤后再离心) 使用
*3?@56

法提取
K8L

后"用
K8>M.Z ,?C? ]?0

纯化样品) 使用
8>C5G35/

8G

"

#"""

测定
K8L

在
!$"

,

!9"

,

!&" C1

的吸收值"

测量纯化后的
K8L

浓度"电泳检测
K8L

完整性)

<

!

!

!

!

#

K8L

标记#抽提的
K8L

通过质检后"

根据
=Q?W5C

提供的方法"使用
1?K'TK^*, L33>Z

R5\.3 _>2.6?CD `?0

$

'>0 d!"9"&!

"

L

&对
1?K8LM

进行标记)

<

!

!

!

&

#芯片杂交#标记完成后"根据
=Q?W5C

提

供的 方 法" 将 样 品 与
1?K'TK^*,_8L L33>Z

$

X

!

#9

!

"

&芯片在杂交盒中
<$

(下杂交
#$ b!" A

"杂

交完成后使用
+>MA 2BNN.3 `?0

清洗芯片)

<

!

!

!

;

#图像扫描及数据采集#使用
LQ5C U.

"

C.R?Q ;"""[

芯片扫描仪扫描芯片"使用
U.C.R?Q

R35 $

!

"

读取芯片扫描图像"将其转为数字信号后提

取探针的信号值) 相同的探针取中值合并) 保留在所

有样品中均
!&"

!

"

的探针"对全部芯片进行中值标准

化"标准化的数据用
,=4

软件进行分层聚类"筛选差

异表达探针)

<

!

!

!

<

#差异表达分析#使用
e56P FA>CD.

和
R

值筛选两组样品间$有重复&的差异表达
1?K8L

)

<

!

&

#统计学方法#采用
-?DC?N?F>CF. LC>6ZM?M

5N ,?F35>33>ZM

$

-L,

"

X.3M?5C !

!

#

&统计学软件挑

选差异表达的
1?K8LM

"采用
'6BM0.3 &

!

"

对差异表
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达的
1?K8LM

进行聚类分析) 采用
/>MM X56F>C5

/650

软件"采用
0

检验"以
1?K8LM

的相对表达量上

调或下调
#

!

<

倍"

R f"

!

"<

为标准"挑选出显著差异

表达的
1?K8LM

)

结##果

#

#消癌解毒方对
J

!!

移植瘤细胞形态的影响

$图
#

&#模型组
:

例肿瘤结节较大"癌细胞呈团分

布"癌细胞排列不规则"形状多样"大小不一"异型性明

显"体积大"胞浆丰富"可见较多的核分裂像%并可见轻

度坏死) 低剂量组
!

例异型性明显"癌细胞小"可见较

少的核分裂像%并可见重度坏死) 中剂量组
!

例异型

性明显"癌细胞小"可见较少的核分裂像%并可见重度

坏死) 高剂量组
;

例异型性明显"癌细胞小"可见较少

的核分裂像%并可见重度坏死) 顺铂组
9

例肿瘤结节

较大"癌细胞呈团分布"癌细胞排列不规则"癌细胞形

状多样"大小不一"异型性明显"体积大"可见较多的核

分裂像%并可见中度坏死)

!

#

K8L

抽提结果#抽提的
K8L

用分光光度

计检测
L

!$"

IL

!9"

的比值范围均为
#

!

9 b !

!

#

"接近

!

!

"

"

L

!$"

IL

!9"

比值
g #

!

9

$

1?K8L

的纯度高"完整

性好&)

##

&

#各组
1?K8L

芯片扫描图结果$图
!

&#

<

组

1?K8L

检测扫描图上的点饱满圆润"背景均一"

1?K

"

8L

点清晰可见"无
1?K8L

漏点"点重叠以及不正常

荧光的情况"符合数据分析的要求$将荧光强度进行

一系列的数据处理即可找出
!

个样品间的差异表达

1?K8L

&)

;

#各组箱体图结果$图
&

&#所有样本基因芯片

杂交数据成近似对

图
!

#各组
1?K8L

芯片扫描图

##注#

L

为模型组%

[

为低剂量组%

'

为中剂量组%

G

为高剂量组%

=

为顺铂组% 箭头表示阳性结果

图
#

#消癌解毒方对
J

!!

移植瘤细胞形态的影响#$

J=

" &

;""

&

##注#

G

为低剂量组%

U

为高剂量组%

,

为模型组%

-

为顺铂组%

V

为中剂量组

图
&

#各组箱体图
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称性分布"信号分布技术是相同的"无明显差异"可用

于进一步的数据分析)

<

#各组散点图结果$图
;

&#不同剂量用药组与

模型组用软件进行对比分析后发现"相关系数接近
#

"

重复性好)

$

#各组
1?K8L

聚类图结果$图
<

&#应用聚类分

析方法"将
-L,

分析所得的差异
1?K8L

数据导入

'6BM0.3 &

!

"

"得到聚类图$通过差异表达
1?K8L

可以将

不同剂量的消癌解毒方组及顺铂组与模型组区分开&)

:

#各组火山图结果$图
$

&#即各组药物组与模

型组差异
1?K8LM

的
R

值和差异倍数 $

e56P

FA>CD.

&联合分布情况$红色点代表
e56P FA>CD.!

#

!

<

"

R f"

!

"<

的
1?K8LM

&)

9

#高剂量组与模型组差异表达
1?K8LM

结果比

较$表
#

"

!

&#根据
/>MM X56F>C5 /650

软件分析结

果"根据
e56P FA>CD.

和
R

值筛选两组样品间的差异

表达
1?K8LM

$默认
e56P FA>CD.!#

!

<

"

R f"

!

"<

为

有统计学意义&上调
:

个"下调
9

个)

讨##论

肝癌是常见的恶性肿瘤"病死率在恶性肿瘤中排

名第
!

"随着治疗方案的不断更新和诊疗手段的不断

提高"肝癌患者的疗效日益显著"但其生存率并未明显

提高'

<

(

) 探索预防和治疗的有效方案"成为当代抗肿

瘤的迫切任务) 我国著名中医学家,国医大师周仲瑛

教授认为癌病为患"必夹毒伤人"具有难治性"从而提

出了 *癌毒+学说) 癌毒的存在是恶性肿瘤的先决条

件也是肿瘤所特有的"它是恶性肿瘤不同于其他疾病

的根本所在) 癌毒及其产物随血液,淋巴流窜走注"并

与气血痰癖热等结合在一起"形成肿块) 癌毒是导致

##注#

L

为消癌解毒方低剂量组与模型组比较%

[

为消癌解毒方中剂量组与模型组比较%

'

为消癌解毒方高剂量组

与模型组比较%

G

为顺铂组与模型组比较

图
;

#各组散点图结果
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##注#

,

为模型组"

G

为低剂量组"

V

为中剂量组"

U

为高剂量组"

-

为顺铂组% 红色为高相对表达量" 绿色为

低相对表达量" 灰色为缺失值

图
<

#各组
1?K8L

聚类图结果
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##注#

,

为模型组%

G

为低剂量组%

V

为中剂量组%

U

为高剂量组%

-

为顺铂组

图
$

#各组火山图结果

表
#

#高剂量与模型组差异表达
#

!

<

倍上调的
1?K8LM

)G

##

1?K8L

差异倍数
R

值

;$&9# 1?K

"

#!%9

"

</ #

)

9;: "" "

)

"!# &<

;!9"9 1?K

"

9:;

"

&/ #

)

:9% !: "

)

""& 9"

#$$9# 1?K

"

:!# #

)

$9% && "

)

""& "#

!:<:! 1?K

"

!%9

"

</ #

)

<%9 9! "

)

"&; $%

#;9$"9 1?K

"

<<#2

"

</ #

)

9:; !% "

)

""$ &;

;!$"; 1?K

"

&;$

"

</ #

)

9<& <: "

)

""9 %;

;!9<# 1?K

"

#"< #

)

<<$ << "

)

""! :!

表
!

#高剂量与模型组差异表达
#

!

<

倍下调的
1?K8LM

)G

##

1?K8L

差异倍数
R

值

#:<"$ 1?K

"

!;

"

&/ "

)

$&! %< "

)

""$ $"

#$%#"< 1?K

"

&%$& "

)

<:& %# "

)

"&# &;

;!9!% 1?K

"

#!:

"

&/ "

)

;!; %" "

)

"&9 %;

##!;: 1?K

"

;&;

"

</ "

)

!%" #: "

)

";& ;<

;$&#" 1?K

"

##9: "

)

<&; ;$ "

)

""" 9&

##!<; 1?K

"

;$9

"

&/ "

)

<%" :$ "

)

"&" !&

;!;:< 1?K

"

!!#

"

</ "

)

$#& ;" "

)

";% !!

#;9"&; 1?K

"

$$%N

"

</ "

)

$#$ <; "

)

""" ::

肿瘤发生,发展以及加重的基础"消癌解毒应贯穿癌症

治疗的始终'

$

(

) 周仲瑛教授临症
$"

余载"从*癌毒+

辨治恶性肿瘤中取得了明显的疗效) 消癌解毒方是以

*癌毒+理论为基础"总结出的有效抗癌验方'

:

(

)

1?K8LM

是内源性约
!# b !< C0

的非编码小

K8L

"来源于体内
R3?

"

1?K8LM

和
R3.

"

1?K8LM

)

1?K8LM

通过与靶标蛋白的
&

*端非编码区$

&

*

T*K

&

互补配对结合"从而在转录后水平调节基因表达)

1?K8LM

通过下调抑癌基因或者致癌基因的
1K8L

水平从而发挥致癌或者抑癌的生物学作用'

9

(

)

1?K

"

8L

作为一类新型调节因子在肿瘤的发生和发展中起

重要作用"有研究表明肝癌中存在异常表达的
1?K

"

8LM

"在肿瘤的形成"转移'

%

(

"细胞凋亡'

#"

(

"细胞周

期'

##

(

"血管生成
'

#!

(

"细胞衰老
'

#&

(

"物质代谢等方面

起到重要作用) 由于传统的药理研究很难深入全面

讨论药物的作用机制"现代
1?K8L

芯片技术"将药

物与微观
1?K8LM

联系在一起"能通过实验发现大

量药物作用靶点"并且获得与药物作用机制相关的

信息) 通过
1?K8L

芯片的现代技术手段"为阐明中

药作用机制提供了一种新思路"有助于推进了中医

学理论的现代化) 随着分子生物学的进步"中药对
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体内
1?K8LM

的调控已经成为目前新的研究热点"

为肿瘤的治疗提供了新思路)

本实验通过
1?K8L

芯片
'

#;

(

"筛选出消癌解毒方

高剂量组与模型组共有
!!9

个差异表达的
1?K8LM

"

其中
%9

个表达升高"

#&"

个表达降低) 显著上调
#

!

<

倍以上且
R f"

!

"<

的有
1?K

"

#!%9

"

</

"

1?K

"

9:;

"

&/

"

1?K

"

:!#

"

1?K

"

!%9

"

</

"

1?K

"

<<#2

"

</

"

1?K

"

&;$

"

</

"

1?K

"

#"<

) 显著下调
#

!

<

倍以上且
R f "

!

"<

的有

1?K

"

!;

"

&/

"

1?K

"

&%$&

"

1?K

"

#!:

"

&/

"

1?K

"

;&;

"

</

"

1?K

"

##9:

"

1?K

"

;$9

"

&/

"

1?K

"

!!#

"

</

"

1?K

"

$$%N

"

</

) 说明消癌解毒方能调控
J

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织内

一些特异
1?K8LM

的表达)

综上所述"消癌解毒方对
J

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织

内一些
1?K8LM

有明显道的调控作用"可能是其抗肿

瘤的机制之一) 但消癌解毒方通过调控
1?K8L

而对

肝癌起治疗作用的明确靶点还有待深入研究) 本课题

组后期将对重点
1?K8L

进行深入研究"明确消癌解

毒方对相关
1?K8L

及其靶基因的调节作用"寻找消

癌解毒方抗肿瘤作用靶标)
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