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［摘　要］　目的　观察３种不同中医治法对大鼠肝癌半乳糖凝集素（ＧＡＬ－３）表达的调控差异以及ＧＡＬ－３在人肝癌细胞增殖

中的作用，以探讨肝癌治疗的新靶点。 方法　将７２只雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为正常组、模型组、喃氟啶组（喃氟啶８．３３ｍｇ／

１００ｇ）、清热解毒组（清热解毒方１．５ｇ／１００ｇ）、活血化瘀组（活血化瘀方１．２７ｇ／１００ｇ）、健脾理气组（健脾理气方１．７５ｇ／１００ｇ），

每组１２只，除正常组外，其余各组大鼠采用二乙基亚硝胺（ＤＥＮ）诱发大鼠肝癌，各组均给药６周，检测各组大鼠肝癌组织（正

常组取肝组织）ＧＡＬ－３的表达。根据人ＧＡＬ－３基因编码区设计２个ｓｉＲＮＡ靶点，并构建重组质粒转染ＳＭＭＣ－７７２１人肝癌

细胞株，分为空白组、阴性组、ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组，实时定量ＰＣＲ检测各组ＧＡＬ－３ｍＲＮＡ的表达，ＭＴＴ法检测各组转染后２４ｈ、

７２ｈ、１４４ｈ细胞增殖。 结果　模型组 ＧＡＬ－３基因表达显著增加，健脾理气组能下调其表达；转染７２ｈ后 ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组

ＧＡＬ－３ｍＲＮＡ表达量明显降低；转染１４４ｈ后，ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组肝癌细胞的生长增殖得到了明显的抑制（Ｐ＜０．０１）。 结论　
ＧＡＬ－３基因在肝癌组织中高表达，健脾理气方能显著下调该基因表达。

［关键词］　ＧＡＬ－３基因；肝癌；健脾理气方；清热解毒方；活血化瘀方；细胞增殖
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　　在肝癌的防治中，中医药辨证论治发挥了重要
的作用，中医治疗肝癌常用治法有健脾理气、清热解
毒、活血化瘀等［１］。我们发现在二乙基亚硝胺
（ＤＥＮ）诱导大鼠肝癌发生与发展过程中存在着大

量的基因表达异常［２］。本研究观察不同中医治法对
肝癌组织ＧＡＬ－３基因表达的作用，并采用ＲＮＡ干
扰（ＲＮＡｉ）技术导致该基因在肝癌细胞中表达沉默，
观察肝癌细胞增殖的变化，初步探讨其生物学功能。
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１　材料与方法

１．１　动物及细胞
ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠７２只，体重１００～

１２０ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限公司，动物许
可证号：ＳＣＳＫ（沪）２００３－２００３。ＳＭＭＣ－７７２１人肝
癌细胞株细胞购自中国科学院上海细胞所。

１．２　药物
清热解毒方，组成：半枝莲３０ｇ，白花蛇舌草

３０ｇ，蒲公英３０ｇ；活血化瘀方，组成：丹参１５ｇ，赤芍
１５ｇ，桃仁１０ｇ，柴胡６ｇ，八月札１０ｇ，茵陈１０ｇ，郁
金１０ｇ；健脾理气方，组成：白术１０ｇ，黄芪３０ｇ，茯
苓１５ｇ，薏苡仁１５ｇ，白芍１５ｇ，神曲１０ｇ，姜半夏
１０ｇ。中药饮片购于上海市徐汇中药饮片厂，药物
水煎过滤浓缩至２ｇ／ｍｌ的浸膏。喃氟啶（ＦＴ－２０７）
购自上海华联制药有限公司，批号：００１１０３。二乙基
亚硝胺（ＤＥＮ）购自中国科学院南京土壤研究所，批
号：２００９０８１８。ＭＴＴ，Ａｍｒｅｓｃｏ公司分装，批号：

３４０７Ａ７９０。二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），Ａｍｒｅｓｃｏ公司，
批号：ＳＺＢＣ００４０Ｖ。

１．３　主要试剂和仪器

ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＴｍ２．１－Ｕ６ｎｅｏ质粒、ＢａｍＨⅠ与 Ｈｉｎｄ
Ⅲ限制性内切酶均为 Ａｍｂｉｏｎ公司产品；阳离子脂
质 体 ｌｉｐｏ２０００ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 产 品，批 号：

８８１６１０；质粒纯化试剂盒ＰｕｒｅＹｉｅｌｄＴＭ　Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍｉ－
ｄｉｐｒｅｐ　Ｓｙｓｔｅｍ为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，批号：Ａ２４９５
２８８８８４；实时定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒为ＴＡＫＡ－
ＲＡ公司产品，批号：ＫＡ１６０７。Ｒｏｔｏｒ－Ｇｅｎｅ３０００实
时荧光定量ＰＣＲ仪（ＧＥＮＥ公司）；ＥＬＸ８００酶标仪
（ＢＩＯ－ＴＥＫ公司）。

１．４　模型建立及分组给药
采用随机数字表法将大鼠分为正常组、模型组、

喃氟啶组、清热解毒组、活血化瘀组、健脾理气组，每
组１２只。除正常组外，其余各组大鼠自由饮用含

８０ｍｇ／Ｌ　ＤＥＮ水溶液２０周，ＨＥ染色观察肝脏组织
病理形态，造模大鼠形成肝癌［３］；于造模开始１４周
后开始给药至第２０周。喃氟啶组每天给予喃氟啶
８．３３ｍｇ／１００ｇ（相当于成人剂量５倍，成人按６０ｋｇ
计），生理盐水稀释后拌入颗粒饲料；清热解毒组每
天给予清热解毒方１．５ｇ／１００ｇ。活血化瘀组每天
给予活血化瘀方１．２７ｇ／１００ｇ，健脾理气组每天给
予健脾理气方１．７５ｇ／１００ｇ，中药各组给药量相当
于成人剂量１０倍，成人按６０ｋｇ计，生理盐水稀释
拌入颗粒饲料。正常组及模型组大鼠正常饮食，不
予处理。

１．５　ＲＮＡｉ技术处理
应用Ａｍｂｉｏｎ公司在线的ｓｉＲＮＡ设计软件得

到人 ＧＡＬ－３基因 ＲＮＡｉ靶序列（ＡＡＣＡＡＴＴＣＴ－
ＧＧＧＣＡＣＧＧＴＧＡＡ；ＡＡＡＧＡＧＧＧＡＡＴＧＡＴＧＴ－
ＴＧＣＣＴ），每个靶序列通过该软件可自动生成２条
克隆入质粒的序列。合成单链ＤＮＡ退火形成双链
后，重组到双酶切的ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＴｍ２．１－Ｕ６ｎｅｏ质粒
中，并转染大肠杆菌ＤＨ５α大量扩增。再从扩增的
菌液制备纯化ＲＮＡ干扰序列的重组质粒，ＤＮＡ测
序后，稀释备用。重组质粒通过阳离子脂质体ｌｉ－
ｐｏ２０００转染人ＳＭＭＣ－７７２１肝癌细胞株。

１．６　指标检测与方法

１．６．１　肝癌组织ＧＡＬ－３基因检测　实验结束后，
取各组大鼠肝组织，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取组织总

ＲＮＡ，将同组 ＲＮＡ 样本分别取１０μｇ混合，ＲＮＡ
经反转录后，进行 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ｒａｔ　２３０ＡＧｅｎｅＣｈｉｐ
检测（共６张芯片）。

１．６．２　ＲＮＡｉ效率检测　ＲＮＡｉ实验设立空白组
（ＳＭＭＣ－７７２１细胞常规培养）、阴性组（ＳＭＭＣ－７７２１
细胞转染阴性质粒）、ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组（ＳＭＭＣ－７７２１
细胞转染含ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ干扰序列质粒），各组细
胞均于转染２４ｈ后换用含Ｇ４１８（浓度４００μｇ／μｌ）培
养液进行培养。转染后７２ｈ收集各组细胞，ＲＴ－
ＰＣＲ检测基因相对表达量。ＧＡＬ－３基因上下游引
物 分 别 为： ＧＧＣＣＡＣＴＧＡＴＴＧＴＧＣＣＴＴＡＴ，

ＴＣＴＴＴＣＴＴＣＣＣＴＴＣＣＣＣＡＧＴ，扩增产物长度为

２２　４ｂｐ。内参３－磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）基因
上下 游 引 物 分 别 为：ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ－
ＧＴＣＧＴ，ＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧ，扩 增
产物长度为２３８ｂｐ。扩增反应体系（终体积２５μｌ）
上、下游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，ＲＴ产物１μｌ。扩增反
应条件：９５℃（３０ｓ）、９５℃（５ｓ）、６０℃（３０ｓ），４０个循
环。结果以空白对照组为参照，ＧＡＰＤＨ 基因为内
参，进行２－ΔΔＣＴ法分析。

１．６．３　肝癌细胞增殖检测　细胞分组同ＲＮＡｉ实
验，各组细胞均于转染２４ｈ后换用含 Ｇ４１８（浓度

４００μｇ／μｌ）培养液进行培养。ＭＴＴ检测各组细胞

２４ｈ、７２ｈ、１４４ｈ生长增殖情况。分别于２０ｈ、６８ｈ、

１４０ｈ选取９６孔板每孔加 ＭＴＴ 溶液（５ｍｇ／ｍｌ）

２０μｌ，４ｈ后吸取上清，每孔加ＤＭＳＯ　１５０μｌ并震荡
使其充分溶解，４９０ｎｍ检测各孔的吸光度值。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０软件进行统计分析，计量资料
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以（珚ｘ±ｓ）表示，采用ｔ检验。

２　结果

２．１　各组大鼠肝癌组织ＧＡＬ－３基因表达比较
表１示，正常组 ＧＡＬ－３基因表达量为４５６，模

型组表达量为正常组９倍左右；与模型组比较，清热
解毒组、活血化瘀组和喃氟啶组一定程度上调该基
因表达，健脾理气组明显下调其表达。

表１　各组大鼠ＧＡＬ－３基因表达比较

　组别 鼠数 ＧＡＬ－３基因

正常组 １２　 ４５６
模型组 １２　 ３５９０
喃氟啶组 １２　 ４４２４
清热解毒组 １２　 ５０７９
活血化瘀组 １２　 ３７６３
健脾理气组 １２　 ２７３８

　　注：每组只做１张芯片，数据差异以倍数和绝对值表示

２．２　各组细胞ＧＡＬ－３ｍＲＮＡ表达比较
表２示，转染后７２ｈ，ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组的ＧＡＬ－

３ｍＲＮＡ 相对表达量较空白组显著下降，提示

ＲＮＡｉ后该基因出现表达沉默。

表２　各组细胞ＧＡＬ－３ｍＲＮＡ表达比较

　组别 样本数 ＧＡＬ－３ｍＲＮＡ相对表达量

空白组 １　 １
阴性组 １　 ０．８０
ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组 １　 ０．３７

２．３　各组肝癌细胞增殖比较
表３示，随着Ｇ４１８对空白组ＳＭＭＣ－７７２１的增

殖抑制，７２ｈ后吸光度值逐渐下降；阴性组细胞含有

Ｇ４１８耐药基因，细胞保持生长增殖现象。１４４ｈ时
与阴性组比较，空白组和ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组吸光度值
显著降低（Ｐ＜０．０１）。

表３　各组不同时间肝癌细胞增殖比较（吸光度值，珚ｘ±ｓ）

　组别 样本数 ２４ｈ ７２ｈ １４４ｈ

空白组 ４　０．７４２±０．０２６　１．６５１±０．１０６　０．９７４±０．０９８＊

阴性组 ４　０．７６９±０．０２０　１．４６４±０．０３０　１．８５７±０．０４８
ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ组 ４　０．７９８±０．００７　１．１２６±０．０１７　０．９０９±０．０８７＊

　　注：与阴性组同时间比较，＊Ｐ＜０．０１

３　讨论
前期研究发现［４］，不同中医治法对 ＤＥＮ 诱发

的肝癌治疗作用并不相同。为了进一步研究不同治
法的机理，课题组采用基因芯片技术，检测了３种常
用中医治法对ＤＥＮ诱发大鼠肝癌基因表达谱的影
响。与正常组大鼠比较，模型组ＧＡＬ－３基因表达明

显升高；与模型组比较，健脾理气组ＧＡＬ－３基因表
达下降。

ＧＡＬ－３基因定位人染色体１４ｑ２２，该基因编码
产物半乳糖凝集素属于Ｓ型凝集素、半乳糖凝集素－
３亚家族，能专一识别β－半乳糖苷。作为一种肿瘤
标志物，已用于诊断癌症预后［４］。ＧＡＬ－３通过与胞
内和胞外多种配基相互作用，广泛参与肿瘤凋亡和
转移等重要环节，涉及机制有细胞－细胞间黏附、细
胞－基质相互作用、凋亡、血管生成，激活 Ｋ－Ｒａｓ、Ｎ－
Ｒａｓ和 Ｈ－Ｒａｓ途径、ｍＲＮＡ 拼接和肿瘤抗药性
等［５－９］。为了进一步研究 ＧＡＬ－３基因在人肝癌的
发生和发展作用，采用ＲＮＡｉ干扰技术，构建含目的
基因的质粒并转染人肝癌ＳＭＭＣ－７７２１细胞株，转
染７２ｈ后通过实时荧光定量ＰＣＲ检测，显示ＧＡＬ－
３基因ｍＲＮＡ表达明显降低，ＲＮＡｉ作用显著。随
着Ｇ４１８对空白组ＳＭＭＣ－７７２１的增殖抑制，７２ｈ后
吸光度下降；阴性组细胞含有Ｇ４１８耐药基因，保持
增殖。１４４ｈ与阴性组比较，空白组和ＧＡＬ－３ＲＮＡｉ
组增殖显著降低（Ｐ＜０．０１）。表明 ＧＡＬ－３基因在
人肝癌细胞ＳＭＭＣ－７７２１的增殖方面起重要作用，
因此当该基因被ＲＮＡ干扰表达下调后，细胞增殖
明显减缓。这对于进一步研究不同中医治法方药对
于肝癌细胞的作用及机制提供了新的靶点和方向。
综上所述，不论在 ＤＥＮ诱发的大鼠肝癌模型

中，还是在人肝癌细胞ＳＭＭＣ－７７２１中，ＧＡＬ－３均
扮演着重要的角色，促进肝癌细胞的增殖，可能是肝
癌难治的重要原因之一。喃氟啶、清热解毒方、活血
化瘀方对ＧＡＬ－３无显著的调节作用，健脾理气方明
显下调其表达，该方剂由白术、茯苓、黄芪、薏苡仁、
白芍、神曲、姜半夏等组成。处方中发挥作用的中药
或其有效成分及其发挥作用的途径将是我们今后研

究的方向。
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诊：溴吡斯的明用量减半后症状控制未发，继以上方
出入调治半年后停用西药，经随访未再复发。
按：脾主肌肉，患者眼睑下垂，睁眼乏力，提示脾

气亏虚，清气不升，睑肌不得清阳充实而痿弱无力；
餐后腹胀为脾虚失运、气机壅滞之象。而肝肾不足，
精血亏虚，不能上奉目睑则睑肌也可导致睁眼无力。
腰为肾之府，肾虚不能充填肾府，则腰酸腿软；阴虚
不能涵阳，肝阳上亢则目珠发胀，头昏；阴虚筋脉失
于濡养，虚风内动，则小腿抽筋；疲劳乏力为精气亏
虚之证。据证分析当属肝肾精血亏虚，脾气清阳不
升。治以健脾益气升清、滋补肝肾精血。方中重用
黄芪，《本草正义》谓“补益中土，温养脾胃，凡中气不
振，脾土虚弱，清气下陷者最宜”，与升麻、陈皮、甘草
相合，仿补中益气汤义，益气升清，升阳举陷。用生
地黄、熟地黄、山萸肉、何首乌、枸杞子、黄精补益肝
肾，肾强则五脏皆充，精血旺盛，目得其养而且眼肌
受益，从而提睑有力［１］。用白芍、木瓜养阴柔肝缓
急，濡养筋脉。服药２周，诸证明显好转，唯目珠发
胀未减，并见头昏，为阴虚肝阳上亢之象，故加决明
子养肝明目，加石决明、钩藤平肝潜阳。
例２：患者，女，３０岁，２０１２年４月７日因左眼

睁眼无力，上睑下垂２个月就诊。既往有甲状腺功
能亢进症、甲状腺多发结节病史多年，经服药已控
制。２个月前，渐起左眼睁眼无力，午后明显，无复
视，他院神经内科查胸部ＣＴ，提示胸腺增生可能，
抗乙酰胆碱突触前膜抗体、抗乙酰胆碱突触后膜抗
体及胸腺瘤抗体阳性，确诊为眼肌型重症肌无力，患
者拒绝西药治疗。刻诊：左眼上睑下垂，睁眼无力，
伴有双目干涩，舌体颤动，舌质偏红、苔薄，脉小弦。
证属肝肾不足、阴虚风动、气虚下陷。治以滋补肝
肾、养阴熄风，兼以益气升清。药用：生地黄１０ｇ，熟
地黄１０ｇ，山萸肉１０ｇ，黄精１０ｇ，石斛１０ｇ，白芍

１０ｇ，枸杞子１０ｇ，密蒙花１０ｇ，黄芪１５ｇ，僵蚕１０ｇ，
全蝎３ｇ。水煎服，１４剂，每日１剂。４月２１日二
诊：药后睑裂较前增宽，睁眼无力不显，双目干涩好
转。上方再进１４剂。５月５日三诊：眼睑下垂基本
消除，睁眼有力，舌体未见颤动，纳差，舌质偏红、苔
薄，脉小弦。上方去全蝎，加陈皮６ｇ、炒谷芽１０ｇ。

１４剂。５月１９日四诊：食纳转佳，近因工作繁劳，久
视银屏而自觉疲劳乏力，午后左目睁眼欠利，目干
涩。２０１２年４月７日方加减。黄芪用量加至３０ｇ，
另加决明子２０ｇ，２８剂。６月１６日五诊：睁眼有力，
双眼睑裂等大，无目涩，饮食、二便正常。复查乙酰
胆碱突触前膜抗体及胸腺瘤抗体转阴，抗乙酰胆碱
突触后膜抗体弱阳性。
按：患者以睑下垂、睁眼无力为主症，伴有双目

干涩，舌体颤动，辨证当属肝肾亏虚，精血不足，水不
涵木，肝风内动，治疗以滋补肝肾，养阴祛风为主，但
眼肌痿软终与脾气虚弱，清阳不升有关，故兼以补益
脾气。方中生地黄、熟地黄、山萸肉、黄精、石斛、白
芍、枸杞子补益肝肾，滋养阴血，令精血充旺而目胞
得养，提睑有力；石斛、枸杞子尤能养肝明目；密蒙花
清热养肝明目；黄芪健脾益气，升举清阳，黄精气阴
双补，配合黄芪加强益气升清之功；全蝎、僵蚕虫类
药搜风化痰，熄风止痉。二诊睁眼无力及目干涩明
显好转。三诊眼睑下垂基本消除，舌体颤动控制，去
全蝎，仅留僵蚕祛风化痰以图巩固。患者纳差，加用
陈皮、炒谷芽理气消食。四诊时因疲劳及用眼过度，
“睑废”症状有所反复，增补气升提药黄芪用量至

３０ｇ，另加决明子清热平肝，明目益精。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｙ　ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ
ｉｔｓ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｉｍｐｏｒｔ　ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ　Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ　Ｒｅｖ，

２００７，２６（３－４）：６０５－６１０．
［９］Ｃｅｃｃｈｉｎｅｌｌｉ　Ｂ，Ｌａｖｒａ　Ｌ，Ｒｉｎａｌｄｏ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ
ｔｈｅ　ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ｂｙ　ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ－ｉｎ－
ｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｋｉｎａｓｅ　２－ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｐ５３ｉｓ　ｒｅｑｕｉｒｅｄ　ｆｏｒ
ｐ５３－ｉｎｄｕｃｅｄ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ，２００６，２６（１２）：

４７４６－４７５７．
（收稿日期：２０１２－０５－０３；修回日期：２０１３－０３－０２）

［编辑：洪　涛］

·５２４１·２０１３年第１６期 李婷婷等　滋养肝肾、补气升清法治疗眼肌型重症肌无力体会


