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摘 要 目的：研究原发性肝癌中清热解毒、活血化瘀、健脾理气等常用不同中医治法对大鼠肝

癌的作用机理及其差异。方法：采用二乙基亚硝胺(DEN)水溶液诱发大鼠肝癌模型，分别观察这

些不同治法对肝癌大鼠肝组织AFP及三个Ras基因的转录调节作用。结果：(1)不同治法能够针对

性地调节癌基因Ras的转录水平，其中清热解毒法和活血化瘀法对N一／'as基因、健脾理气法对H．ras和

K—ras基因的转录水平都有显著的下调作用；(2)不同治法对大鼠肝组织AFP基因转录有不同程度的

下调作用，其中，清热解毒法作用最强。结论：不同中医治法能够不同程度地调节肝癌发生发展过程

中一些重要癌基因的转录，并且这些治法有着明显的作用选择性，其中清热解毒法、活血化瘀法对肿

瘤的直接抑制作用较好，而健脾理气法可能对肿瘤的转移与复发有效。
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原发性肝癌(PLC)是我国最常见的恶性肿瘤之

一，死亡率甚高，已跃居恶性肿瘤死亡率的第二

位。11。我们课题组通过对近20年大量的有关中医药

治疗肝癌的文献调研，发现清热解毒、活血化瘀、健

脾理气，以及此三法的综合疗法最为常见旧o，并且我

们已多次实验，一再证实这四种不同治法均能够不同

程度地提高肝癌大鼠的生存率，降低大鼠肝癌组织中

N-l'aS癌基因的转录水平p。J。本文报道了我们在以

往研究的基础上，进一步观察这些不同中医治法方药

对Ras家族中另两个基因H—ras及K．ras转录的调控作

用，探讨比较这些不同治法的作用机理，给临床辨证

治疗提供科学依据。
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1 材料与方法

1．1 实验动物与分组雄性Wistar大鼠，体重100

—120克，清洁级，总共77只。共分7组，每组动物

11只。

1．2 大鼠肝癌模型制备 除正常组以外的实验大鼠

均自由饮用60～80 ppm DEN水溶液，至实验模型制

备结束共20周。

1．3 药物制备及给药方法

1．3．1 治疗原则与方案：清热组用清热解毒法，用

由半枝莲、白花蛇舌草、蒲公英3味组成的清热方；

活血组用活血化瘀法，用由丹参、桃仁等4味药组成

的活血方；健脾组用健脾理气法，用由黄芪、白术等
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4味药组成的健脾方；抑癌组是以上三方的合方；西

药组用喃氟啶(FT．207)；模型组不用药。

1．3．2 药物制备：中药购自上海市徐汇区中药饮片

厂。各组中药分别经煎煮、取汁、过滤、醇沉、蒸馏

提取至1毫升含2克生药，4．0。C保存备用。西药对

照组用喃氟啶片。待造模结束进行治疗时，各组备用

药物加蒸馏水溶解稀释，加人大鼠饮水瓶中自由饮用，

剂量为成人单位公斤体重的10倍。各治疗组从20周造

模实验结束后开始给药，连续4周至实验结束。

1．4 主要试剂

二乙基亚硝胺(Diethvlnitrosamine，DEN)：购自

中国科学院南京土壤研究所。逆转录酶(M—MLV 200

U／u1)、Taq DNA聚合酶(5 U／ixl)、DNA Marker

(each 100bp)：购自华美生物工程公司。

1．5 主要仪器

PCR基因扩增仪(PE公司9600型)、计算机图

象分析系统(ZEISS公司KS400型)

1．6 Ras及AFP基因的RT．PCR检测

1．6．1 肝组织总RNA抽提

动物处死后，无菌情况下取出大鼠肝脏，称重，

统一于右肝内缘切下一块大约0．1 g的肝组织，按异

硫氰酸胍．苯酚．氯仿一步法，抽提肝组织总RNA。

1．6．2 基因引物的合成

AFP、三个Ras基因及大鼠参照基因B—actin的

cDNA检索自GenBank，由引物设计软件设计引物序

列，最后由上海生工生物工程公司合成。这些引物的

上、下游序列参见表1：

表1基因的引物情况表

基因 引物序列

上游(845-874，30bp)：
15一actln

5’一TCATGAAGTGTGACGqTGACATCCGTAAAG-3
7

下游(1129-1100，30bp)：

5’．CCTAGAAGCAqTFGCGGTGCACGATGGAGG-3’

AFP J2游(431-450，20bp)：5’-CTCTGTCCCACCCTTCCACT-3

y游(880-861．20bp)：5’-ACGCT／TCCCCATCCTATAG-3

H-ras 上游(426445．20bp)：5’-GACCCCACTCACATFCTCCA-3’

下游(613-592．22bp)：5’-CATCATCTGTCCATCGTFCATC-3’

N-ras 上游(128-150。23bp)：57-AAGTAGTAATFGATGGAGAAACC-3

下游(473452，22bp)：5’-GTATAGAAGGCATCGTCAACAC-3’

K．ras 上游(62-85，24bp)：5’．TCCAGCTAATCCAGAACCACTFFG-3’

1．6．3 逆转录一聚合酶链式反应(RT—PCR)

每组的每一个样本取总RNA 5¨l，加双蒸水1

ml，分别于分光光度计260 nm和280 nm处读取OD

值，OD：∞／OD：8。在1．8以上者方可使用。总RNA浓

度=OD：60×8(斗g／斗1)，用前调整浓度至1斗g／斗l，

再每组各样品取5斗g混合，作逆转录反应。

RT反应体系(20¨1)中含：dNTP(each

lOmM)2 Ixl，5水buffer 4 Ixl，DTT(100 mM)1 Ixl，

RNAsin(40 U／lxl)1 Ixl，随机引物(100斗M)1斗l，

组织总RNA 2 Ixg，加水至18 txl；65℃5 min，冰上加

入RNAsin、M．MuLv各1 Ixl，37℃60 min，最后94℃

5 min灭活逆转录酶。一20℃保存。

PCR总反应体积为40¨l，每个待测基因的每个

组别设2个复管，将双蒸水24“l、4 IxM待测基因的

上下游引物各1¨l、dNTP(0．5 mM)2 ill、10×

Buffer 4 Ixl、MgCl＼一2(25 mM)4¨1、RT产物4

斗1、Tap DNA聚合酶0．4斗l混合于0．5 ml PCR薄壁管

中，再加入石蜡油25¨l，然后放人PCR仪中，选定

94℃40 S、55℃1 min、72℃2 min反应程序，共30

个循环。最后对PCR结果进行琼脂糖凝胶电泳，电

泳结果在紫外线透视反射分析仪上观察，并拍照，

然后经计算机图象分析系统测算电泳条带的光密度

值。

1．6．4 数据处理

取电泳凝胶的底片，用KS400型图象分析系统进

行光密度扫描，以目的基因光密度值与对应样品内参

基因B．actin光密度值的比值作为该样品中目的基因

的相对转录量。最后以目的基因的相对转录量为参数

进行分析。由于组内最少样本数为3个，因此每个目

的基因的相对转录量只相当其均数，反映其趋势，不

作统计。

2 结 果

2．1 各组大鼠肝组织AFP基因转录水平的比较

表2中，正常组AFP基因相对转录量很低，而模

型组、西药组明显升高，各不同中医治疗组均能不同

程度地抑制该基因在大鼠肝癌组织中的转录水平。
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表2各组大鼠肝组织AFP基因转录水平

2．2 不同治法对Ras癌基因转录水平的调节作用

表3中，各造模组大鼠H—ras、N．ras及K—ras癌

基因的转录量与正常组大鼠相比，均有明显升高；与

模型组相比，各治疗组对3个Ras基因的转录水平均

有不同程度的下调作用。其中，健脾组对H—ras癌基

因转录水平的下调较为明显；清热组、活血组对N—

ras癌基因转录水平的下调更为明显，其中活血组下

调的结果几乎与正常组一样，健脾组对它也有一定的

下调作用；治疗各组对K—ras癌基因的转录水平均有

一定的下调作用，其中以健脾组作用最好。

表3各组大鼠肝组织Ras基因的转录水平

3 讨 论

研究表明，原发性肝癌的发生是原癌基因的激活

和抑癌基因失活的结果，这必然会导致其编码的蛋白

发生质和量的改变，从而引起细胞恶变。Ras癌基因

是人们较早发现的存在于原发性肝癌中的一种癌基

因，美国Barbacid研究小组最早从事肝癌癌基因的研

究，并很早就证明了ras基因的存在。国内学者顾健

人首次提出了肝癌癌基因谱这个概念，并对该基因谱

做了较系统的研究。6o。国内外的大量研究都证明：在

原发性肝癌中，Ras癌基因在mRNA水平及蛋白质水

平均有明显升高H o。因此，研究Ras癌基因能够很

好地帮助我们深入探讨原发性肝癌的发病机理和治
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疗途径。

癌基因Ras最初是从鼠肉瘤病毒中发现的，它包

括H—ras、K—ras和N—ras。研究发现，它是广泛存在于

生物体内的高度保守的、调控正常细胞生长和分化的

重要基因。Ras基因编码一个分子量为21 KDa的小蛋

白，Ras p21蛋白能与GTP或GDP结合，是鸟嘌呤核

苷酸结合蛋白，具有GTP酶活性，具有两种不同的构

象，即GTP结合和GDP结合两种形式。它位于细胞

质膜内侧面，胞外的多种刺激信号都可以激活Ras，

激活的Ras就与其效应蛋白相互作用，并主要通过

ras／MAPK信号通路向细胞内传递信号，故又叫信号

转导蛋白，起着分子开关的作用旧’9J。研究表明，

ras／MAPK信号传导通路是细胞外刺激信号传递到细

胞核内最基本最重要的途径¨0’11 J。基于此，Ras p21

蛋白在各种细胞的代谢调节过程中特别是在肿瘤的发

生中起着十分关键的作用。

研究证明，Ras基因是原发性肝癌的重要癌基因，

在肝癌基因谱中占据十分重要的位置。它在肝癌组织

或实验性肝癌细胞系中均经常处于高表达状态。近年

来，较多实验资料表明，H．ras、N—ras等癌基因在自

发性或化学诱发的肝癌过程中常呈激活或有异常表

达，这就提示它们在肝癌的发生过程中可能起着重要

作用‘12 3。

本实验结果表明，模型组大鼠H-ras、N—ras及K—

ras癌基因的转录量与正常组大鼠相比，均有明显升

高，各治疗组ras基因的转录水平均有不同程度的下

调作用，这也与以前的实验结果相一致。但各种不同

治法组对3个Ras基因的影响各不相同，表明它们对

不同的基因有不同的针对性调节作用，影响最大的靶

点互不相同。其中，健脾理气法对K—ras、H．ras作用

最强，而这两个癌基因的高表达和肿瘤的复发与转移

有着密切的关系。因此，该法能有效地抗肿瘤的复发

与转移，这也进一步阐明该法多用于临床患者手术或

放化疗后巩固治疗的原因。而清热解毒法与活血化瘀

法对N—ras的作用较强，而N．ras癌基因与肿瘤的增殖

有关，甚至有人∞o认为在肝癌的治疗中只要能抑制该

基因的表达便能抑制肿瘤的生长，因此，该两种治法

有较强的抑瘤作用。

目前，癌基因Ras已经成了现代医药学肿瘤靶向
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性治疗的重要目标，是设计抗癌新药的重要靶点，这

也就是最近几年发展起来的靶向信号传导分子的治疗

概念¨3’14j。既然不同治法对Ras基因的转录有不同程

度的调节作用，那么，近几年开展的基因芯片技术可

以为中医药调节癌基因转录表达的分子机制研究提供

便捷高效的手段，对于我们进一步探讨中医药如何调

节基因活动、进一步研究不同中医治法对Ras基因的

转录调节作用，从中筛选出疗效确切、针对性强的抗

癌新药等都具有十分重要的意义。
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