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Abstract
AIM: To investigate the preventive effects of 
Jianpi Jiedu Recipe against diethylnitrosamine-
induced hepatocarcinoma in rats and explore 
the involvement of miR-199a downregulation in 
this process.

METHODS: Male Wistar rats were randomly 

divided into three groups: normal control group 
(n = 25), model group (n = 40 ) and prevention 
group (n = 40). The normal control group was 
given normal saline [10 mL/(kg•d) ig] for 12 
weeks, the model group was given diethylnitro-
samine dissolved in drinking water (80 ppm) at 
a dose of 8 mg/(kg•d) for the same duration, 
and the prevention group was given both dieth-
ylnitrosamine at the same dose and Jianpi Jiedu 
Recipe [17.5 g/(kg•d), ig] for the same duration. 
Five rats in each group were executed at weeks 
4, 8, 12 and 16, respectively, and the remaining 
rats were killed at week 20. Meanwhile, the mor-
tality, incidence of ascites, and liver and spleen 
index were measured. Hematoxylin-eosin stain-
ing (HE) was used to examine hepatic pathologi-
cal changes. The expression of miR-199a mRNA 
was detected by real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: At week 20, the mortality rate and 
the incidence rate of ascites were 0% and 0% in 
the normal control group, 42.5% and 87.5% in the 
model group, and 17.5% and 44.4% in the pre-
vention group, respectively. The mortality rate 
and the incidence of ascites were significantly 
lower in the prevention group than in the model 
group (both P < 0.05). At week 16, the incidence 
of HCC was 100% in both the model group and 
prevention group and 0% in the normal control 
group, the incidence of grade III liver cancer was 
100% (5/5) in the model group, and the inci-
dences of grade I, II and III liver cancer were 40% 
(2/5), 40% (2/5 ) and 20% (1/5) in the prevention 
group, respectively. Compared with the model 
group, the liver and spleen index in the preven-
tion group were significantly reduced at all time 
points (all P < 0.01). Real-time RT-PCR results 
showed that the expression of miR-199a was 
significantly upregulated in the model group. 
However, miR-199a expression was significantly 
downregulated in the prevention group at all 
time points except at week 16 (all P < 0.01).

CONCLUSION: Jianpi Jiedu Recipe has good 
preventive effects against hepatocarcinoma in 
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■背景资料
原发性肝癌是发
病率较高的恶性
肿瘤, 缺乏理想的
早期诊断和治疗
手段, 许多患者一
旦发现往往就是
晚期, 给进一步治
疗带来很大的难
度, 造成许多患者
从确诊到死亡的
时间很短, 因而加
强肝癌的预防就
显得尤为重要, 其
中中医药预防肿
瘤的作用受到越
来越多人的重视.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科



rats perhaps partly by downregulating miR-199a 
expression.
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摘要
目的: 探讨中药复方健脾解毒方对二乙基亚
硝胺(DEN)诱导的大鼠肝癌的预防作用及其
调控miR-199a的表达机制. 

方法: ♂Wistar大鼠, 随机分为正常组(n  = 25)、
模型组(n  = 40)及中药预防组(n  = 40). 除正常组
外, 其他组在1-12 wk饮用含DEN 80 mg/L的饮
水[mg/(kg•d)]以诱癌, 中药组同时给予含生药
1.75 g/mL的健脾解毒方灌胃(10 mL/kg), 正常
组给予10 mL/kg生理盐水灌胃, 每日1次, 共12 
wk. 于4、8、12、16 wk时相点, 各组随机取5
只大鼠处死取肝, 20 wk将剩余大鼠全部处死取
肝, 观察肝脏外观, 计算死亡率和腹水生成率, 
比较肝脾指数, 肝组织进行HE染色, 应用Real-
time PCR检测肝组织miR-199a的表达. 

结果: 在20 wk实验结束时, 正常大鼠无死亡, 
而模型大鼠死亡率为42.5%(17/40), 预防组死
亡率为17.5%(7/40), 16-20 wk时模型组腹水
发生率为87.5%(7/8), 预防组为44.4%(8/18), 
与模型组有差异性(P <0.05). 正常组没有肿
瘤形成, 模型组和预防组在16 wk后成瘤率
均为100%. 16 wk模型组肝癌Ⅲ级发生率为
100%(5/5), 而预防组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级肝癌发
生率分别为40%(2/5)、40%(2/5)及20%(1/5), 
两组比较有差异(P <0.05). 与模型组比较, 中
药预防组有显著降低肝脾指数的作用 (均
P <0.01). PCR结果显示, 模型组肝组织miR-
199a较正常组明显上调, 中药预防组除16 wk
外均有显著下调m i R-199a表达的作用(均
P <0.01).

结论: 健脾解毒方有预防DEN诱导大鼠肝癌
发生的作用, 其机制可能部分与下调miR-199a
的表达有关.

关键词: 健脾解毒方; 原发性肝癌; 二乙基亚硝胺; 

大鼠; 预防; 微RNA
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0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
我国发病率较高的恶性肿瘤, 许多患者早期发

病往往缺乏临床症状, 一旦发现常是晚期, 给
进一步治疗带来很大难度, 造成许多患者从确

诊到死亡的时间很短 [1-5],  因而加强肝癌的预

防就显得尤为重要, 其中中医药预防肿瘤的作

用受到越来越多人的重视. 健脾解毒方为我院

范忠泽教授的经验方, 既往研究发现该方具有

提高机体免疫、改善脏器功能及抗消化系肿

瘤等多种疗效[6-8], 但对其机制还不清楚. Micro 
RNAs(miRNAs)是小片段非编码RNA, 参与调

节基因表达 ,  发现其表达失调与肿瘤发病密

切相关, 具有癌基因或抑癌基因的特点, 是肿

瘤诊断和治疗的重要靶点, 其中m i R-199a与
恶性肿瘤的发病关系近年来引起许多学者的

高度重视 [9-11].  为此 ,  我们采用二乙基亚硝胺

(diethylnitrosamine, DEN)诱发大鼠肝癌模型, 动
态观察诱癌过程中肝组织miR-199a的表达规律, 
同时研究健脾解毒方对肝癌发病的预防作用及

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 0.95 g/mL二乙基亚硝胺, 纯度99.9%, 
美国Sigma公司产品. TRIzol RNA提取试剂, RT-
PCR试剂, Promega公司; 健脾解毒方由生黄芪、

白术、猪苓、八月札、石见穿、野葡萄藤、薏

苡仁等组成, 经水煎、浓缩及醇沉制成, 制成含

生药1.75 g/mL浓度的中药制剂, 高压灭菌, 4 ℃
存放备用, 由上海中医药大学附属普陀医院制

剂室制成. ♂Wistar大鼠105只, 清洁级, 体质

量100 g±10 g, 动物合格证号: SCXP(沪)2008- 
0016, 购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司, 
所有大鼠分笼饲养于上海中医药大学附属普陀

医院实验动物房.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 所有大鼠分笼饲养, 每笼5-6
只, 适应性饲养1 wk后, 全部大鼠分为正常组(n  
= 25)、模型组(n  = 40)及中药预防组(n  = 40): 模
型组和预防组饮用含DEN 80 mg/L的饮水, 维持

DEN摄入量8 mg/(kg·d)以诱癌, 并以普通灭菌水

补足不足水量, 连续12 wk后改为自由饮水; 中
药组在饮用DEN水的同时每日给予含生药1.75 
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■研发前沿
miRNAs的表达失
调与肿瘤发病密
切相关, 具有癌基
因或抑癌基因的
特点, 是肿瘤诊断
和治疗的重要靶
点, 近年来, miR-
199a与恶性肿瘤
的发病关系引起
许多学者的高度
重 视 ,  同 时 健 脾
解毒方预防肝癌
作用是否与调控
miR-199a有关, 这
些都是目前亟待
解决的课题.
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g/mL的中药汤剂灌胃(10 mL/kg), 每天1次, 正常

组给予生理盐水10 mL/kg灌胃, 每天1次, 连续12 
wk. 于4、8、12、16 wk, 各组随机取5只大鼠处

死取肝, 20 wk时剩余大鼠全部处死取肝, 大体观

察暴露肝脏, 记录肝脏的形态、颜色、质地, 记
录一般情况及表面癌结节数, 记录腹水形成情

况及计算肝脾指数.
1.2.2 大鼠肝脏超声波观察: 大鼠吸入含有2%异

氟烷的氧气麻醉, 腹部用脱毛霜去毛. 凝胶外涂

于小鼠脱毛的皮肤, 通过腹壁获取肝脏和邻近

结构的冠状面和矢状面图像. 超声成像应用Vero 
770TM Imagine System型超声仪, 15L8W宽频线

阵探头, 频率为8.0-13.0 MHz.  
1.2.3 肝组织病理学观察: 取肝脏标本, 40 g/L
多聚甲醛缓冲液固定24 h, 常规石蜡包埋, 切
片, HE染色, 光学显微镜下观察, 并对肿瘤采用

Edmondson分级法进行分级. 
1.2.4 Real-t ime PCR检测肝组织miR-199a的

表达水平: 提取各组组织总RNA, 进行PCR检

测m i R-199a的表达, 每个样品测3次. 检测步

骤: 样本各取1 μg总RNA作为逆转录模板, RT
引物为5'-CCCAGGCTGTCATATCGGTC-3', 
同时设计扩增用miR-199a上游引物: 5'-ACC
TCCCTGATTGGCTACGA-3', 下游引物: 5'- 
AGCCCTCTTTGATGCTGTCC-3'; 以U6为内参

对照, 上游引物: 5'-TAAAATCTATATACACGAC
GGCTTCG-3'; 下游引物: 5'-TACTGTGCGTTTA
AGCACTTCGC-3', 把加好样品的96孔板放在荧

光定量PCR仪中进行反应, 反应条件如下: 95 ℃ 
15 min后连续45个循环, 每个循环内95 ℃ 15 s、
55 ℃ 30 s、72 ℃ 34 s, 总反应体积20 μL, 反应

结束后分析PCR反应曲线, 得到Ct值. Real-time
分析采用2-ΔΔCt法进行, 该方法是目的基因与内参

基因的Ct值比较, 即ΔCt = Ct目的基因-Ct内参基因, 再将

实验组与对照组比较, 即ΔΔCt = ΔCt实验组-ΔCt对照组, 
相对表达量 = 2-ΔΔCt进行计算.

统计学处理 所有数据采用SPSS11.0软件统

计分析, 计量资料以mean±SD表示, 采用单因素

方差分析, 计数资料的统计采用卡方检验, 肿瘤

分级发生率比较采用两样本秩和检验, 两组间均

数比较采用t检验, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠一般情况及成瘤率 正常组大鼠生长状

态良好, 体质量增加显著, 皮毛光滑, 二便如常; 
模型组活动少, 精神萎靡, 胡须下垂, 喜睡少动, 
体质量增加减少, 皮毛欠光滑, 尿色黄, 有腹泻; 
中药预防组一般状态明显好于模型组. 在20 wk
实验结束时, 正常大鼠无死亡, 而模型大鼠死亡

率为42.5%(17/40), 预防组死亡率为17.5%(7/40), 
经解剖发现, 正常大鼠无腹水, 模型组和预防组

在16-20 wk时部分出现腹水, 去除病死部分, 经
16、20 wk解剖后统计, 模型组腹水发生率为

87.5%(7/8), 预防组为44.4%(8/18), 预防组与模

型组的死亡率和腹水发生率比较均有差异性(均
P <0.05). 正常组没有发现肿瘤形成, 模型组和预

防组大鼠早期肝脏表面变粗糙, 质地较柔软, 边
缘锐薄, 切面呈斑剥状, 诱癌至12 wk肝脏表面和

实质内出现大小不等的结节, 直径<1 cm, 质地变

硬, 16 wk后结节变硬, 个别直径>2.5 cm, 有结节

型、巨块型和弥漫型, 模型组和预防组在16 wk
后成瘤率为100%. 图1显示模型组和预防组在16 
wk时采用超声波均可探及肿瘤形成, 表现为圆

形或类圆形略高、等或低回声结节, 无包膜, 边
界清楚, 有较明显的声晕, 内部回声欠均匀, 当
肿瘤内部出现坏死时可呈低或无回声.
2.2 病理形态学观察   
2.2.1 肉眼观察: 正常组的大鼠肝脏表面光滑, 色
淡红, 边缘锐利, 质地软(图2A). 模型组和预防组

大鼠随着诱癌过程的进行, 经历肝炎、肝硬化

阶段而形成肝癌, 实验至16 wk后, 模型组大鼠肝

脏表面粗糙, 可见多个大小不一的灰白色癌结

节, 最大者1 cm×1.5 cm×0.5 cm, 切面呈结节状, 
可见出血和坏死, 癌周肝脏常伴结节或肝硬化

■相关报道
J i a n g 等 对 肝 硬
化患者的肝组织
miRNA情况开展
了研究, 发现肝硬
化发病与miRNA
的表达异常有关, 
而且是发生肝癌
的重要参考指标, 
他们还对人肝癌
标本进行了研究, 
发现miR-199a、
miR-21和miR-301
在肝癌中表达明
显, 与预后有关.

A B C

图  1  各组16 wk时超声检查. A: 正常组; B: 模型组; C: 预防组.
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改变; 预防组的肝脏表面癌结节较模型组有显

著改善(图2B, C).
2.2.2 病理组织学: 图3显示各组在16 wk时肝组

织HE染色情况, 其中正常组: 肝小叶结构正常, 
无界面性炎症及纤维化; 肝条索排列规整, 以中

央静脉为中心呈放射状排列, 肝细胞无变性、

坏死. 模型组: 肝细胞异型性增生明显, 大部分

增生肝细胞出现核异质变, 细胞核仁普遍增大, 
细胞成倍增大, 染色质粗糙, 出现癌变细胞, 同
时呈典型的柱状及腺管样癌巢结构, 且周围组

织肝细胞异型性明显, 伴癌细胞浸润, 并可见

不同程度的脂肪变性, 部分区域有出血、坏死

及静脉癌栓, 周围的肝组织内尚可见微小癌卫

星灶. 癌周组织细胞水肿、嗜酸性变、脂肪变

性, 并有肝细胞增生灶、增生结节及非典型增

生结节, 呈典型的肝硬化表现. 预防组: 虽然大

鼠肝脏可见癌结节, 但与模型组比较, 肝细胞变

性坏死减轻. 肿瘤分级结果研究表明, 16 wk时
模型组Ⅲ级发生率为100%(5/5), 而预防组Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ级发生率分别为40%(2/5)、40%(2/5)及
20%(1/5), 两组比较有显著差异(P <0.05).
2.3 肝脾指数 与模型组比较, 中药预防组4-20 
wk的肝脾指数均显著下降(表1, 2, 图4, 5).
2.4 肝组织miR-199a的表达 与正常组比较, 模型

组和预防组的miR-199a均有显著上调. 同时, 与
模型组比较, 预防组除16 wk外均出现miR-199a
的表达下调, 两组之间差异显著(P <0.01, 图6, 7, 
表3).

3  讨论

DEN是具有中毒性和致癌性双重效应的化学毒

剂, 可通过产生亲电子产物脱嘌呤作用连接到

A B C

图  2  各组16 wk时肝脏肉眼观察. A: 正常组; B: 模型组; C: 预防组.

A B C

图  3  各组大鼠16 wk时肝组织病理改变(HE×100). A: 正常组; B: 模型组; C: 预防组.

表  1  各组大鼠肝指数比较 (g/kg, mean±SD)

     
分组	                  4 wk		     8 wk		     12 wk		        16 wk		             20 wk

正常组              26.45±1.27b              27.02±1.06b              25.71±2.94b              26.21±3.05b                24.15±2.16b

模型组              30.58±1.36               42.25±1.22               51.82±1.83               80.82±3.35               122.84±5.83

预防组              25.04±1.83b              30.87±2.46b              39.68±4.00b              66.40±11.03b              96.17±6.62b

bP<0.01 vs  模型组; 4-16 wk每组5只; 20 wk的正常组、模型组、预防组分别为5、3、13只.

■创新盘点
本实验采用DEN
诱导大鼠肝癌模
型, 对造模过程中
肝组织miR-199a
的表达情况进行
动态研究, 有助于
阐明肝癌的发病
机制及中药预防
肝癌的效果.
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DNA双链上, 使DNA双链随机内收而导致DNA
编码错误引发机体损伤, 已经广泛用于原发性

肝癌的诱癌模型, 该模型经过中毒损伤-增生硬

化-癌变3个阶段, 病理类型和人类肝癌发生过程

相似[12,13]. 本研究发现, 正常组没有发现肿瘤形

成, 模型组和预防组大鼠早期肝脏表面变粗糙, 
质地较柔软, 边缘锐薄, 切面呈斑剥状, 诱癌至12 
wk肝脏表面和实质内出现大小不等的结节, 质
地变硬, 16 wk后结节变硬, 个别直径>2.5 cm, 有
结节型、巨块型和弥漫型, 模型组和预防组在16 
wk后成瘤率为100%, 是比较理想的肝癌动物研

究模型. 
中医中药防治肿瘤在我国有悠久的历史, 具

有独特的机制与效应, 在肝癌的预防中同样具

有重要的地位, 其中中药复方是根据中医理、

法、方、药的理论组方并经过实践确定下来的

表  2  各组大鼠脾指数比较 (g/kg, mean±SD)

     
分组	                  4 wk		     8 wk		      12 wk		        16 wk		             20 wk

正常组                2.55±0.14b                2.42±0.25b                2.52±0.15b                2.52±0.11b                  2.37±0.21b

模型组                4.47±0.30                 4.67±0.32                 4.36±0.55	  4.46±0.20                   5.25±0.46

预防组                3.39±0.30b                3.62±0.36b                3.31±0.05b	  3.72±0.46a                  4.23±0.53a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; 4-16 wk每组5只; 20 wk的正常组、模型组、预防组分别为5、3、13只.

表  3  各组大鼠肝组织miR-199a的表达 (mean±SD)

     
分组	                  4 wk		     8 wk		      12 wk		        16 wk		             20 wk

正常组                1.01±0.06b                 1.13±0.05b                0.96±0.09b                1.19±0.04b                1.11±0.03b

模型组                2.55±0.06                  4.27±0.10                 4.91±0.09                 4.16±0.32                 5.13±0.16

中药组                1.37±0.07b                 1.76±0.04b                4.22±0.25b                4.87±0.09b                3.81±0.12b

bP<0.01 vs  模型组; 4-16 wk每组5只; 20 wk的正常组、模型组、预防组分别为5、3、5只.
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图  4  各组肝指数动态比较.
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图  5  各组脾指数动态比较.
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图  7  各组肝组织miR-199a的表达. bP<0.01 vs  模型组. 

图  6  miR-199a扩增和
熔解曲线. A: 扩增曲线; 

B: 熔解曲线.
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■应用要点
本研究证实健脾
解 毒 方 有 预 防
DEN诱导大鼠肝
癌发生的作用, 其
机制可能部分与
下调miR-199a的
表达有关, 为中药
预防肿瘤的作用
提供理论依据.



www.wjgnet.com

130                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年1月18日      第18卷      第2期

有效方剂, 是中医预防肿瘤的主要手段之一. 健
脾解毒方是根据中医学整体观念和辨证论治的

原则, 将清热解毒、祛瘀散结、健脾理气等有

机结合起来, 选用植物性中药组方, 由生黄芪、

白术、猪苓、八月札、石见穿、野葡萄藤、薏

苡仁等组成, 具有健脾理气、化湿解毒的作用, 
由著名中医肿瘤专家范忠泽教授组方, 他认为

肝癌的发生、发展与六淫外侵、七情失调、饮

食所伤及素体不足等多种因素有关, 出现痰、

瘀、毒等病理产物, 并可涉及肝、肾等多个脏

腑功能失调, 但脾胃的病变, 始终是一个关键

的因素, 肝癌的形成大多由于脾气不足, 运化

不能, 湿浊内蕴或肾气亏损, 气化失司, 湿浊内

聚. 湿浊蕴结体内, 日久郁而化热, 湿热蕴结下

注, 浸淫肠道导致肠道气血运行不畅, 湿热瘀滞

凝结而成肿块. 本研究对健脾解毒方预防肝癌

的效果进行研究, 结果发现, 预防组的死亡率为

17.5%, 16 wk后腹水发生率为44.4%, 而模型组

死亡率为42.5%, 腹水发生率为87.5%, 两组有

显著差异(均P <0.05), 同时, 预防组还有显著降

低肝脾指数的作用. 通过对肝组织病理的进一

步研究, 发现模型组16 wk时肝癌Ⅲ级发生率为

100%(5/5), 而预防组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级肝癌发生率

分别为40%(2/5)、40%(2/5)及20%(1/5), 两组比

较有显著差异(P <0.05). 上述研究表明, 健脾解

毒方对DEN诱导大鼠肝癌动物模型具有降低死

亡率、减少腹水形成及降低肝脾指数的作用, 
对肝癌发生和发展有较好的预防作用. 

miRNA是长度约为20 nt的非编码RNA, 本
身不编码蛋白. m i R N A过去被认为是机体的

多余基因, 但目前认为在细胞凋亡、增殖、分

化、血管生成及肿瘤形成等方面均具有重要

的调节作用, 参与人体大约30%的基因调节, 与
肿瘤、心血管疾病、肝病、免疫紊乱及代谢

紊乱等多种发病有关[14-18]. miRNA与HCC的关

系引起国内外很多学者的重视, 如J i等[19]研究

认为, miRNA是肝癌诊断和治疗研究的重要靶

点. Wong等[20]采用基因芯片对HCC组织miRNA
表达谱进行研究, 发现肝癌组织中miR-222、
miR-221和miR-31上调, miR-223、miR-126和
miR-122a下调. Varnholt等[21]对52例肝癌前和

HCC患者进行研究, 发现miR-122、miR-100
和miR-10a在肝癌中表达上调, miR-145表达下

降. Jiang等[22]对肝硬化患者的肝组织miRNA情

况也开展了研究, 发现肝硬化发病与miRNA的

表达异常有关, 而且是发生肝癌的重要参考指

标, 他们还对人肝癌标本进行了研究, 发现miR-
199a、miR-21和miR-301在肝癌中表达明显, 与
预后有关. 近年来, miR-199a与肿瘤的关系引起

了许多学者的高度重视, 如Yu等[23]对大鼠口腔

癌模型组织中miRNA表达情况进行研究, 发现

miR-199a在肿瘤组织中表达下调, 认为miR-199
与口腔癌发病密切有关, 可以作为病情判断的

重要参考指标. Garzon等[11]对急性髓细胞样白血

病血液样本进行研究, 发现miR-191和miR-199a 
的高表达与不良预后相关. 但综合国内外研究

情况, 有关DEN诱导大鼠肝癌模型miR-199a表
达规律方面的报道还较少, 为此, 本研究采用

DEN诱导大鼠肝癌模型, 对模型形成过程中肝

组织miR-199a的表达情况进行了初步研究, 结
果显示, 与正常组比较, 模型组肝组织miR-199a
的表达有显著上调, 而与模型组比较, 预防组除

16 wk外, 均有显著下调miR-199a表达的作用, 
两组之间差异显著(均P <0.01), 上述结果表明, 
miR-199a的表达上调与肝癌发生密切相关, 具
有癌基因的特点, 同时健脾解毒方有较好预防

DEN诱导大鼠肝癌发生的作用, 其机制可能部

分与下调miR-199a的表达有关, 对其机制仍需

做进一步深入研究.
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