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消癌解毒方对
I

!!

荷瘤小鼠基因表达谱的影响

吴勉华$李$黎

摘要$目的$通过对
I

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织基因表达谱的检测!探讨消癌解毒方抗肿瘤的作用机制"

方法$

I

!!

荷瘤小鼠随机分为空白对照组!消癌解毒方低#中#高剂量组和顺铂组" 应用基因芯片技术!检测

各组
I

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织的差异表达基因$应用
.A/CJAD

分析!找出与消癌解毒方抗癌机制相关的信号通

路和基因!并针对趋化因子信号通路进行分析" 结果$消癌解毒方能显著影响多个与肿瘤生长#凋亡和免疫

相关的信号通路!并能下调趋化因子信号通路中
&&;$

#

&K&;!

等基因的表达" 结论$消癌解毒方可能通

过影响趋化因子信号通路中的某些基因的表达来发挥抗肿瘤生长和侵袭的作用"

关键词$消癌解毒方$

I

!!

荷瘤小鼠$基因表达谱$趋化因子信号通路

@LL-F/ 4L KBA4AB 'B-MN O-FB.- 4P Q-P- @R.2-SSB4P T24LB5-S BP I

!!

)N042

#

1-A2BPU +BF-

$

*V +BAP

#

CNA

APM ;( ;B

$

WB2S/ &5BPBFA5 +-MBFA5 &455-U-

"

7APXBPU VPBY-2SB/D 4L &CBP-S- +-MBFBP-

"

7APXBPU

$

!#""9=

%"

&CBPA

Z<,)OZ&)

$

H1X-F/BY-

$

)4 -R.542- /C- 0-FCAPBS0 4L KBA4AB 'B-MN O-FB.-

$

K'O

%

L42 LBUC/BPU AUABPS/

/N042S 1D M-/-F/BPU /N042 U-P- -R.2-SSB4P .24LB5-S 4L I

!!

/N042

#

1-A2BPU 0BF-6 +-/C4MS

$

I

!!

/N042

#

1-A2

#

BPU 0BF- J-2- 2APM405D MBYBM-M BP/4 /C- P420A5 F4P/245 U24N.

"

/C- 54J M4S- K'O U24N.

"

/C- 0-MBN0 M4S-

K'O U24N.

"

/C- CBUC M4S- K'O U24N.

"

APM /C- &BS.5A/BP U24N.6 )C- MBLL-2-P/BA55D -R.2-SS-M U-P-S 4L /N042

/BSSN-S BP I

!!

/N042

#

1-A2BPU 0BF- J-2- M-/-F/-M 1D NSBPU U-P- FCB. /-FCPB[N-6 )C- AP/B/N042 0-FCAPBS0 4L

K'O ASS4FBA/-M SBUPA5BPU .A/CJADS APM U-P- -R.2-SSB4PS J-2- L4NPM 4N/ 1D .A/CJAD APA5DSBS6 )C- FC-04

#

\BP- SBUPA5BPU .A/CJADS J-2- APA5D]-M6 O-SN5/S

$

K'T F4N5M SBUPBLBFAP/5D ALL-F/ 0N5/B.5- SBUPA5BPU .A/CJADS

ASS4FBA/-M JB/C /N042 U24J/C

"

A.4./4SBS

"

APM B00NPB/D6 K'T A5S4 F4N5M M-F2-AS- -R.2-SSB4PS 4L &&;$ APM

&K&;! BP /C- FC-04\BP- SBUPA5BPU .A/CJAD6&4PF5NSB4P

$

K'T F4N5M BPCB1B/ /C- U24J/C APM BPYASB4P 4L /N042

F-55S .4SSB15D 1D ALL-F/BPU -R.2-SSB4PS 4L S40- U-P-S BP /C- FC-04\BP- SBUPA5BPU .A/CJAD6

^@_*HOG,

$

KBA4AB 'B-MN O-FB.-

&

I

!!

/N042

#

1-A2BPU 04NS-

&

U-P- -R.2-SSB4P .24LB5-

&

FC-04\BP-

SBUPA5BPU .A/CJAD

$$我国著名中医学家(国医大师周仲瑛教授临证
="

余载"擅长恶性肿瘤诊治"从)癌毒*辨治恶性肿瘤取

得了突出的疗效' 消癌解毒方是在周仲瑛教授)癌

毒*理论指导下经长期临床实践经验总结的有效抗癌

方药+

#

,

' 本实验以
I

!!

荷瘤小鼠为研究对象"通过对

I

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织基因表达谱的检测"来探讨消癌

解毒方抗肿瘤的作用机制'

材料与方法

#

$动物$清洁级
(&O

小鼠"雄性"体重$

#?

%

!

%

U

'购自上海斯莱克实验动物责任有限公司"实验

动物生产许可证#

,&K^

$沪%

!""8

"

""">

&实验动物

使用许可证#

,_K^

$苏%

!""8

"

""$"

' 饲料均购自南

京市江宁区青龙山动物繁殖场&

I

!!

瘤株的种鼠由南京

市鼓楼医院动物房提供'

!

$药物$消癌解毒处方由白花蛇舌草(僵蚕(蜈

蚣(太子参( 麦冬等组成"中药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"浓缩

成生药量为
! U:0;

滤液"保存备用' 顺铂注射液

!" 0U:

支$南京制药厂有限公司"批号#

!""%###?

%&

注射用生理盐水$南京小营药业集团有限公司"批号#

!""%"%"9"$

%'

$

$试剂及仪器$

)2B]45

$美国
(PYB/24U-P

公司%&

O7-ASD \B/

$德国
B̀AU-P

公司%&

ZUB5-P/ Q-P- @R

#

.2-SSB4P ID12BMB]A/B4P ^B/

$美国
ZUB5-P/

公司%&

7AP4M24. 7G

#

#"""

$美国
ZUB5-P/

公司%&

ZUB5-P/ +B

#
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F24A22AD ,FAPP-2 Q!>=><Z

$美国
ZUB5-P/

公司%'

9

$方法

9

!

#

$分组方法$抽取种鼠腹水
"

!

9 0;

接种于

!

只
(&O

小鼠腹腔内进行传代$腹水不稀释"

"

!

! 0;:

只%"每隔
8

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"抽取种鼠

腹水
> 0;

"加入
#" 0;

的生理盐水稀释'

8>a

酒精

消毒小鼠右腋皮肤"按每鼠
"

!

! 0;

接种于小鼠右腋

皮下' 并随机分为空白对照组"消癌解毒方低(中(高

剂量组及顺铂组"每组
#"

只'

9

!

!

$给药方法$以临床治疗量为实验低剂量"

按
#

&

$

&

%

浓度给予消癌解毒方低(中(高剂量组和空

白对照组$生理盐水%等容灌胃$

"

!

% 0;:

只%"用量均

按人与小鼠体表面积等效剂量换算' 根据浓缩药物换

算"消癌解毒方低(中(高剂量组为每天
#"

(

$"

(

%" U:\U

'顺铂组腹腔注射按每天
# 0U:\U

给药' 小

鼠造模后第
!

天每天给药
#

次"连续
#"

天' 取各组

动物禁食过夜"次日晨
%

#

""

断头处死小鼠"置冰碟

上"快速取下肿瘤组织"用无菌冰生理盐水清洗血污

后"放入用
G@T&

水处理过的离心管"封口后置液氮

罐中保存' 每组取
#

个标本送上海康成生物工程有限

公司进行全基因组表达谱芯片检测'

9

!

$

$全基因组表达谱芯片主要实验流程$$

#

%总

O7Z

的抽提及质量检测#取各组肿瘤组织各
#"" 0U

"

用
)2B]45

和
O7-ASD \B/

抽提
O7Z

"使用
7AP4M24.

测

定
O7Z

在
!="

(

!?"

(

!$" P0

的吸收值"以计算浓度并

评估纯度' 用甲醛电泳试剂进行变性琼脂糖凝胶电泳"

检测
O7Z

纯度及完整性' $

!

%

FG7Z

样品合成和标

记#取
# !U

总
O7Z

"反转录成
FG7Z

并用
&D$

标记'

$

$

%标记扩增后的
FG7Z

并质检#用
7AP4G24.

检测

FO7Z

产量和特异活性' $

9

%芯片杂交#在标准条件下

将标记好的探针和高密度基因组芯片在杂交盒中
=>

'

滚动杂交
#8 C

"依次用相应的洗涤液洗涤芯片"室温晾

干' $

>

%图像扫描及数据处理#用
ZUB5-P/ +BF24A22AD

,FAPP-2

扫描芯片"以
ZUB5-P/ Q-P-.BR QK

软件进行

数据分析"数据经过标准化后得出实验组与对照组标记

的信号比值$

L45M FCAPU-

%"即为该基因组在实验组与

对照组中变化情况'

>

$判定标准$

W45M FCAPU-!!

的基因为表达显

著上调基因"

L45M FCAPU-""

!

>

为表达显著下调基因'

结$$果

#

$各组基因芯片扫描图结果$图
#

%$

>

组基因

检测扫描图上的点饱满圆润"背景均一"基因点清晰可

见"没有基因漏点(点重叠以及不正常荧光的情况"符

合数据分析的要求' 图
#

中每个亮点是结合在
FG7Z

上的
&D$

发出的荧光"将荧光强度进行一系列数据处

理即可找出两个样品间的差异表达基因'

图
#

$各组基因芯片扫描图

!

$各组散点图结果$图
!

%$将各用药组与空白

对照组用软件进行对比分析"所得的散点图可以形象

化评估组间的差异表达基因'

K:_

值是每个样本的标

准化信号值$

54U!

形式%" 绿色线是折叠变化线"在顶

$$注#

Z

为消癌解毒方低剂量组与空白对照组比较&

<

为

消癌解毒方中剂量组与空白对照组比较&

&

为消癌解毒方高

剂量组与空白对照组比较&

G

为顺铂组与空白对照组比较

图
!

$各组散点图
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面绿色线以上和底下绿色线以下的基因"代表差异显

著的基因'

$

$差异表达基因谱$通过分析"在
9# """

条被

检测的基因中"与空白对照组比较"消癌解毒方低剂量

组作用后"肿瘤组织的基因表达谱中有
$>#

个基因表

达上调"

!!9

个基因表达下调&消癌解毒方中剂量组作

用后"肿瘤组织的基因表达谱中有
=$%

个基因表达上

调"

%9=

个基因表达下调&消癌解毒方高剂量组作用

后"肿瘤组织的基因表达谱中有
=$%

个基因表达上

调"

!!?

个基因表达下调&顺铂组作用后"肿瘤组织的

基因表达谱中有
# ##?

个基因表达上调"

9"!

个基因

表达下调'

9

$针对趋化因子信号通路基因表达的分析$表

#

%$从基因芯片的分析结果可以看出"趋化因子信号

通路在消癌解毒方各剂量组中"均发生了明显的改变'

表
#

中为该信号通路中表达下调的部分基因'

表
#

$各剂量组趋化因子信号通路中

表达下调的部分基因

组别
P

基因名称 下调倍数

消癌解毒方低剂量
# &&;$ 9

(

=9

&&;9 !

(

$%

&K$&;# !

(

>"

&K&;! 9

(

8=

消癌解毒方中剂量
# &&;$ $

(

8!

&&;> !

(

9#

&K&;! $

(

!8

&K&;% $

(

98

消癌解毒方高剂量
# &&;$ !

(

=9

&K&;! $

(

#%

顺铂
# &&;$ !

(

!>

&K&;! !

(

%!

讨$$论

周仲瑛教授认为癌毒是在脏腑功能失调(气血阴

阳紊乱的基础上产生的' 癌毒产生后继续损害脏腑功

能"耗伤气血阴阳"酿生痰浊瘀血等病理产物' 癌毒是

导致恶性肿瘤发生的关键因素"也是导致恶性肿瘤进

一步恶化的关键因素"祛除癌毒为肿瘤治疗之首

要+

#

,

' 消癌解毒方正是在)癌毒*理论指导下"选择白

花蛇舌草(僵蚕(蜈蚣(八月札(太子参(麦冬(炙甘草等

按特定比例组成"全方扶正祛邪"攻补兼施"已经由周

教授在临床应用多年' 但是中药复方组成成分多样"

作用机制复杂"可能通过多途径通路(多靶点发挥作

用"基因芯片大规模筛选的特点恰好满足中医药研究

多样复杂性的要求"并且同时能获得大量的实验信息'

本实验通过对
I

!!

荷瘤小鼠肿瘤组织基因表达谱

的检测"筛选出了消癌解毒方可能发生抗癌作用的信

号通路' 本实验针对趋化因子信号通路进行分析发

现"消癌解毒方可以促进趋化因子信号通路中"部分基

因表达下调' 趋化因子是一类使细胞发生趋化运动的

小分子促炎多肽细胞因子的超家族"具有趋化和激活

白细胞的作用"许多疾病的发生(发展都需要趋化因子

的参与' 趋化因子信号通路在肿瘤发生(发展过程中

的作用大致可归纳为以下
9

个方面#$

#

%对肿瘤免疫

微环境的影响#部分与肿瘤相关的趋化因子可能在肿

瘤内发挥调节炎症反应的作用"导致对肿瘤的免疫耐

受'

<-55 G

等+

!

,研究发现许多肿瘤细胞分泌趋化因

子
&&;!"

"通过未成熟树突状细胞上的趋化因子受体

&&O=

吸引成熟树突状细胞&在乳腺癌细胞内发现许

多
&G5A

b的未成熟树突状细胞$

G&

%"只在肿瘤的边

缘可见少量
&G?$

b的成熟树突状细胞&在体外的黏附

实验证实"未成熟树突状细胞选择性黏附肿瘤细胞"而

成熟树突状细胞分布于外围"这种分布在体内可能增

加对癌细胞的免疫耐受' $

!

%对肿瘤细胞生长的影

响#趋化因子能促进肿瘤细胞的生长"主要是
QOH

家

族的趋化因子如#

&K&;5

(

!

(

$

和
&K&;?

等'

H2B04

Z

等+

$

,研究发现"外源性
&K&;#!

可以诱导神经胶质

瘤细胞的增殖"其机制可能与
@O^#:!

和
Z^)

信号通

路的激活有关' $

$

%对肿瘤血管生成的影响#趋化因

子具有促进肿瘤血管生成的作用'

&K&

类趋化因子

分为两个亚家族"其中包含
@;O

$谷"亮 "精氨酸%基

序的成员"往往具有诱导肿瘤血管生成的作用' 在对

乳腺癌细胞的研究中发现"间质成纤维细胞通过分泌

&K&;#!

"来诱导骨髓来源的内皮干细胞和前体细胞"

作为肿瘤血管新生过程中所需血管内皮细胞的来源"

参与肿瘤微环境中的血管生成&同时诱导浆细胞样树

突状细胞$

.G&

%"释放
(;

#

?

和
)7W

#

#

诱导肿瘤血管

的新生+

9

,

' $

9

%趋化因子对肿瘤侵袭转移的影响#趋

化因子及其受体在肿瘤侵袭转移过程中"发挥着重要

且复杂的作用"其机制与白细胞归巢机制相似+

>

,

' 有

研究发现"卵巢癌癌性腹水诱导血管生成的作用是由

,GW

#

#

与
3@QW

协同诱导的"其机制可能是高表达

,GW

#

#

的卵巢癌实体组织释放大量的
,GW

#

#

进入腹

水"而释放入腹水的
,GW

#

#

促进表达其特异性受体

&K&O9

的肿瘤细胞向腹水播散"提示卵巢癌的腹腔

种植转移在某种程度上是依赖于
&K&O9:,GW

#

#

的相

互作用' 这种相互作用可能通过调节肌动蛋白的重

排(血管生成(肿瘤细胞黏附能力参与了卵巢癌的腹腔

种植转移+

=

"

?

,

'

本实验结果表明"与空白对照组比较"消癌解毒方
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各剂量组均能降低趋化因子信号通路中
&&;$

(

&K

#

&;!

的表达"并且与顺铂组比较效果更为明显&另外"

消癌解毒方低剂量组还能明显降低
&&;9

(

&K$&;#

的表达"中剂量组能明显降低
&&;>

(

&K&;%

的表达"

但顺铂组没有表现出相应基因的下调' 说明消癌解毒

方可能通过影响趋化因子信号通路中的某些基因的表

达来发挥抗肿瘤生长和侵袭的作用'

参 考 文 献

+

#

,$程海波"吴勉华"周红光
6

周仲瑛从癌毒辨治恶性肿瘤的

经验+

'

,(北京中医药"

!""%

"

!?

$

##

%#

?99

"

?9=

(

+

!

,$

<-55 G

"

&C40A2A/ T

"

<24D5-S G

"

-/ A56 (P 12-AS/

FA2FBP40A /BSSN-

"

B00A/N2- M-PM2B/BF F-55S 2-SBM-

JB/CBP /C- /N042

"

JC-2-AS 0A/N2- M-PM2B/BF F-55S

A2- 54FA/-M BP .-2B

#

/N042A5 A2-AS

+

'

,(

' @R. +-M

"

#%%%

"

#%"

$

#"

%#

#9#8

"

#9!=

(

+

$

,$

H2B04 Z

"

*-BP1-2U OZ6 ,/240A5 LB12415AS/S BP

FAPF-2

#

A P4Y-5 /N042

#

.2404/BPU F-55 /D.-

+

'

,(

&-55 &DF5-

"

!""=

"

>

$

#>

%#

#>%8

"

#="#

(

+

9

,$

H2B04 Z

"

QN./A T<

"

,U24B G&

"

-/ A56 ,/240A5 LB124

#

15AS/S .2-S-P/ BP BPYASBY- CN0AP 12-AS/ FA2FBP4

#

0AS .2404/- /N042 U24J/C APM APUB4U-P-SBS

/C24NUC -5-YA/-M ,GW

#

#:&K&;#! S-F2-/B4P

+

'

,(

&-55

"

!"">

"

#!#

$

$

%#

$$>

"

$9?

(

+

>

,$

<-P

#

<A2NFC Z6 H2UAP S-5-F/BYB/D BP 0-/AS/ASBS

#

2-UN5A/B4P 1D FC-04\BP-S APM /C-B2 2-F-./42S

+

'

,(

&5BP @R. +-/AS/ASBS

"

!""?

"

!>

$

9

%#

$9>

"

$>=

(

+

=

,$

^2DF]-\ (

"

;APU- Z

"

+4//2A0 T

"

-/ A56 &K&;#! APM

YASFN5A2 -PM4/C-5BA5 U24J/C LAF/42 SDP-2UBS/BFA55D

BPMNF- P-4APUB4U-P-SBS BP CN0AP 4YA2BAP FAPF-2S

+

'

,(

&APF-2 O-S

"

!"">

"

=>

$

!

%#

9=>

"

98!

(

+

8

,$

T-2BSSBP4//4 @

"

&AYA554PB Q

"

;-4P- W

"

-/ A56 (P

#

Y45Y-0-P/ 4L FC-04\BP- 2-F-./42 9:S/240A5 F-55

#

M-2BY-M LAF/42 # SDS/-0 MN2BPU 4S/-4SA2F40A

/N042 .24U2-SSB4P

+

'

,(

&5BP &APF-2 O-S

"

!"">

"

##

$

! T/ #

%#

9%"

"

9%8

(

+

?

,$

_ASN04/4 ^

"

^4B]N0B ^

"

^AJASCB0A Z

"

-/ A56

O45- 4L /C- &K&;#!:&K&O9 ARBS BP .-2B/4P-A5 FA2

#

FBP40A/4SBS 4L UAS/2BF FAPF-2

+

'

,(

&APF-2 O-S

"

!""=

"

==

$

9

%#

!#?#

"

!#?86

$收稿#

!"#!

"

"%

"

#%

$修回#

!"#$

"

"=

"

!8

##############################################

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

##############################################

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

$

$

$

$

%

-中国中西医结合杂志.第八届编委会名单

总 编 辑$陈可冀

副总编辑$沈自尹$肖培根$雷$燕

顾$$问$吴咸中$辛育龄$陈凯先$陈维养$邓铁涛$王永炎$侯$灿$曹洪欣

编辑委员%以姓氏笔画字母为序&

于德泉$马必生$王一涛$王卫霞$王文健$王宁生$王$伟$王$阶$王拥军$王昌恩

王学美$王宝恩$王硕仁$王$舒$车镇涛$尹光耀$叶文才$史大卓$史载祥$白彦萍

吕志平$吕爱平$吕维柏$朱$兵$朱明军$危北海$庄曾渊$刘干中$刘$平$刘$良

刘建平$刘建勋$刘猷枋$齐清会$阮新民$孙汉董$孙$燕$杨任民$杨宇飞$杨秀伟

李乃卿$李大金$李玉光$李廷谦$李军祥$李连达$李国栋$李国勤$李顺成$李$恩

李$涛$李焕荣$连$方$吴伟康$吴泰相$吴根诚$时毓民$邱$峰$张大钊$张永贤

张永祥$张伯礼$张荣华$张亭栋$张家庆$张敏州$陆付耳$陈士奎$陈小野$陈冬燕

陈香美$范维琥$林志彬$林求诚$林瑞超$郁仁存$果德安$周文泉$周$俊$周霭祥

赵一鸣$赵伟康$赵健雄$胡义扬$胡镜清$饶向荣$洪传岳$栗原 博%日本&$顾振纶

徐治鸿$徐$浩$殷惠军$郭$军$郭赛珊$唐由之$唐旭东$凌昌全$黄光英$黄怡超

黄晓愚$黄$熙$曹小定$崔$红$麻$柔$梁晓春$葛秦生$董竞成$董福慧$韩济生

谢竹藩$谢明村$谢$恬$蔡定芳$裴正学$廖家桢$廖福龙$衡先培$戴瑞鸿

_NPU

#

FCB &I@7Q

%美国&$

,C-PU

#

RBPU +Z

%美国&$

`NP

#

CA4 cIZ7Q

%美国&


