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鬼针草总黄酮对过敏性紫癜患儿血清
(JK#
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血管内皮细胞损伤的保护作用

费文君#

#袁丽萍!

#鹿#玲!
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摘要#目的#探讨鬼针草总黄酮!

L4L15 B51M4?-D 4B N=O-?D P=54D1 Q6

"

),N

#对过敏性紫癜!

R-?4ES

"

TES

$

?5-=? P0/P0/1

"

RTU

#患儿血清
(JK#

诱导血管内皮细胞损伤的保护作用及机制$ 方法#以人脐静脉

内皮细胞!

S0<1? 0<.=5=E15 M-?40D -?O4LS-5=15 E-55D

"

RV3;&D

#为研究对象"用正常
(JK#

和
RTU

患儿

血清
(JK#

进行干预"同时加入不同浓度
),N

"分为空白对照组%正常对照组%

RTU (JK#

组及
),N

!

#

!

"

%

"

!

:

%

"

!

!: <JI<Q

#组$

;Q(TK

法分别检测各组上清液
(Q

"

8

和
)7,

"

!

水平"硝酸还原酶法检测各组上清液

7G

水平&荧光定量
U&W

和
*-DL-/? .54L

法检测
RV3;&D

中
7,

"

"N

和
(&K+

"

# <W7K

和蛋白表达$

结果#与正常对照组和空白对照组比较"

RTU

组
(Q

"

8

%

)7,

"

!

及
7G

水平均明显升高"差异有统计学意义

!

U X"

!

":

#&与
RTU

组比较"

),N

!

#

!

"

%

"

!

: <JI<Q

#干预后
(Q

"

8

%

)7,

"

!

及
7G

水平均明显降低"差异有统

计学意义!

U X"

!

":

"

U X"

!

"#

#$ 荧光定量
U&W

和
*-DL-/? .54L

检测结果均显示'与正常对照组和空白对

照组比较"

RTU

患儿血清
(JK#

诱导内皮细胞
7,

"

"N

与
(&K+

"

# <W7K

和蛋白表达水平明显升高"差异有

统计学意义!

U X"

!

":

"

U X"

!

"#

#&与
RTU

组比较"

),N #

!

"

"

"

!

:

%

"

!

!: <JI<Q

干预下"

7,

"

"N

与
(&K+

"

#

<W7K

和蛋白表达明显下调"差异有统计学意义!

U X"

!

":

"

U X"

!

"#

#$ 结论#

),N

可能通过抑制性
RTU

患儿体内
7,

"

"N

高表达%减少血管内皮细胞分泌
(Q

"

8

%

)7,

"

!

%

7G

而缓解血管损伤发生$

关键词#过敏性紫癜&人脐静脉内皮细胞&细胞因子&鬼针草总黄酮

U/4L-EL=M- ;BB-EL 4B )4L15 ,51M4?-D 4B N=O-?D P=54D1 Q6 4? (JK# (?O0E-O (?@0/2 4B RV3;&D =? R-

"

?4ES

"

TES

$

?5-=? U0/P0/1 &S=5O/-? U1L=-?LD

#

,;( *-?

"

@0?

#

!

YVK7 Q=

"

P=?J

!

!

QV Q=?J

!

!

1?O ZV( '=?

"

J0=

#

#

# F-P1/L<-?L 4B U-O=1L/=ED

!

,=/DL KBB=5=1L-O R4DP=L15

!

K?S0= V?=M-/D=L2 4B )/1O=L=4?15 &S=?-D- +-O=

"

E=?-

!

R-B-=

$

!%""%#

%&

! F-P1/L<-?L 4B U-O=1L/=ED

!

,=/DL KBB=5=1L-O R4DP=L15 4B K?S0= +-O=E15 V?=M-/D=L2

!

R-B-=

$

!%""!!

%

KNT)WK&)

$

G.@-EL=M-

$

)4 -[P54/- LS- P/4L-EL=M- -BB-EL 1?O <-ES1?=D< 4B L4L15 B51M4?-D 4B N=O-?D

P=54D1 Q6

$

),N

%

4? (JK# =?O0E-O =?@0/2 4B M-?40D -?O4LS-5=15 E-55D =? R-?4ES

"

TES

$

?5-=? P0/P0/1

$

RTU

%

ES=5O/-? P1L=-?LD 6 +-LS4OD

$

R0<1? 0<.=5=E15 M-?40D -?O4LS-5=15 E-55D

$

RV3;&D

%

>-/- L1\-? 1D D0.@-EL6

)S-2 >-/- =?L-/M-?-O .2 ?4/<15 (JK# 1?O RTU ES=5O/-? P1L=-?LD

%

D-/0< (JK#

!

1?O 1OO-O >=LS O=BB-/-?L

E4?E-?L/1L=4?D ),N 1L LS- D1<- L=<-6 )S-? LS-2 >-/- O=M=O-O =?L4 LS- .51?\ E4?L/45 J/40P

!

LS- ?4/<15

E4?L/45 J/40P

!

LS- RTU (JK# J/40P

!

1?O RTU (JK# P50D ),N

$

#

%

"

!

"

%

:

!

"

%

!: <JI<Q

%

J/40PD6 Q-M-5D 4B

)7,

"

!1?O (Q

"

8 =? D0P-/?1L- >-/- O-L-EL-O .2 ;Q(TK6 )S- 7G 5-M-5 >1D O-L-EL-O .2 ?=L/1L- /-O0EL1D-

<-LS4O6 <W7K 1?O P/4L-=? -[P/-DD=4?D 4B 7,

"

"N 1?O (&K+

"

# =? RV3;&D >-/- O-L-EL-O .2 B504/-DE-?L

]01?L=L1L=M- U&W 1?O *-DL-/? .54L /-DP-EL=M-52 6 W-D05LD

$

&4<P1/-O >=LS LS- ?4/<15 E4?L/45 J/40P 1?O

LS- .51?\ E4?L/45 J/40P

!

5-M-5D 4B (Q

"

8

!

)7,

"

!

!

1?O 7G 155 D=J?=B=E1?L52 =?E/-1D-O =? LS- RTU J/40P

$

U X"

%

":

%

6 &4<P1/-O >=LS LS- RTU J/40P

!

5-M-5D 4B (Q

"

8

!

)7,

"

!

!

1?O 7G D=J?=B=E1?L52 O-E/-1D-O 1BL-/ =?

"

L-/M-?L=4? 4B ),N

$

#

%

" 1?O "

%

: <JI<Q

&

U X"

%

":

!

U X"

%

"#

%

6 W-D05LD 4B B504/-DE-?L ]01?L=L1L=M- U&W 1?O

*-DL-/? .54L DS4>-O

!

1D E4<P1/-O >=LS LS- .51?\ E4?L/45 J/40P 1?O LS- ?4/<15 E4?L/45 J/40P

!

<W7K 1?O

P/4L-=? -[P/-DD=4?D 4B 7,

"

"N 1?O (&K+

"

# =? RTU ES=5O/-? P1L=-?LD

%

D-/0< (JK# =?O0E-O M-?40D -?O4LS-5=

"
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15 E-55D D=J?=B=E1?L52 =?E/-1D-O >=LS DL1L=DL=E15 O=BB-/-?E-

$

U X "

%

":

!

U X "

%

"#

%

6 &4<P1/-O >=LS LS- RTU

J/40P

!

<W7K 1?O P/4L-=? -[P/-DD=4?D 4B 7,

"

"N 1?O (&K+

"

# >-/- 4.M=40D52 O4>?

"

/-J051L-O 1BL-/ =?L-/

"

M-?L=4? 4B ),N

$

#

%

"

!

"

%

:

!

"

%

!: <JI<Q

%!

>=LS DL1L=DL=E15 O=BB-/-?E-

$

U X"

%

":

!

U X"

%

"#

%

6 &4?E50D=4?

$

),N E405O P/4L-EL M1DE051/ O1<1J- .2 =?S=.=L=?J =? M=M4 S=JS -[P/-DD=4? 4B 7,

"

"N

!

/-O0E=?J LS- P/4O0E

"

L=4? 4B (Q

"

8

!

)7,

"

!

!

1?O 7G =? M1DE051/ -?O4LS-5=15 E-55D 4B RTU ES=5O/-? P1L=-?LD 6

^;Y*GWFT

$

R-?4ES

"

TES

$

?5-=? P0/P0/1

&

S0<1? 0<.=5=E15 M-?40D -?O4LS-5=15 E-55

&

E2L4\=?-

&

L4L15

B51M4?-D 4B N=O-?D P=54D1 Q6

##过敏性紫癜$

R-?4ES

"

TES

$

?5-=? P0/P0/1

!

RTU

%

是儿童时期常见的一种系统性血管炎' 研究证实

(JK

!尤其是
(JK#

形成的循环免疫复合物沉积在血管

壁是
RTU

发生的病理基础(

#

!

!

)

' 目前临床上治疗

RTU

的药物主要为激素类免疫抑制剂!但这类药物的

应用不能阻止
RTU

皮疹的反复及紫癜性肾炎的

发生(

%

)

'

鬼针草为菊科一年生草本植物!全草均可入药!具

有清热解毒*散瘀消肿等功效' 有研究发现鬼针草醇

提物具有抗氧化*清除氧自由基作用(

_

)

' 本实验前期

从鬼针草中提取的黄酮类化合物&鬼针草总黄酮$

L4

"

L15 B51M4?-D 4B N=O-?D P=54D1 Q6

!

),N

%!证实其通过

降低动物体内细胞因子的产生对各种肝炎具有很好的

保护作用(

:

!

$

)

' 鬼针草总黄酮是否能够通过清除氧自

由基和降低细胞因子的产生!对
RTU

患儿血管内皮进

行保护!迄今尚未见报道' 本研究以人脐静脉内皮细

胞$

S0<1? 0<.=5=E15 M-?40D -?O4LS-5=15 E-55D

!

RV

"

3;&D

%为研究对象!用
RTU

患儿血清
(JK#

刺激
RV

"

3;&D

!同时用不同浓度
),N

进行保护!观察
),N

对

(JK#

损伤血管内皮细胞的保护作用及机制'

资料与方法

#

#诊断标准#参照
!"":

年欧洲风湿病协会修

定的
RTU

诊断标准(

H

)

'

!

#纳入标准#$

#

%符合
RTU

诊断标准&$

!

%年龄

%

'

#!

岁&$

%

%病程
#

'

H

天&$

_

%所有受试对象均知情

同意'

%

#排除标准#$

!

%已进行相关治疗&$

%

%非首次

发病或发病时间超过
#

周&$

_

%合并其他免疫系统疾

病或其他严重系统疾病'

_

#一般资料#选取于安徽中医药大学第一附属

医院
!"#%

+

!"#_

年儿科住院!明确诊断为典型急性

期
RTU

患儿
#"

例!其中男
$

例!女
_

例!平均年龄

$

H

!

#

(

!

!

"

%岁!平均病程$

_

!

%

(

#

!

%

%天' 急性期指

首次发病
#

周以内!未用过肾上腺糖皮质激素治疗'

同时选取
8

名本院门诊体检*年龄相仿的健康儿童作

为正常对照!男
_

名!女
_

名!平均年龄$

H

!

_

(

!

!

%

%岁'

此研究经本院伦理委员会审核通过'

:

#药物#鬼针草总黄酮
),N

!由安徽医科大学

天然药物化学实验中心提供!批号#

!"##"%#:

!黄酮含

量
`:"a

!实验时用
7T

配成所需浓度'

$

#方法

$

!

#

#制备血清
(JK#

#采集
#"

例
RTU

患儿和

8

名健康儿童空腹静脉血各
_ <Q

!采用
'1E15=?

亲和

层析分离血清中
(JK#

(

8

)

' 以上过程均需保证无菌

操作'

$

!

!

#

RV3;&D

的培养#

RV3;&D

用含
#"a

胎

牛血清的
WU+(#$_"

培养基培养!放入
%H

)!含
:a

&G

!

的细胞培养箱培养!每
!

*

%

天换液
#

次!待细胞

长至融合状态时!可传代!取传自
#

'

$

代细胞进行

以下试验'

$

!

%

#试验分组#将分化成熟的
RV3;&D

按每

孔
#"

$ 个细胞接种于
$

孔培养板!每孔体积
! <Q

' 将

$

孔板放入
%H

)!

:a &G

!

的细胞培养箱中培养!当

细胞长至部分融合后!每孔用
UNT

洗涤
!

次' 随机将

细胞分为
$

组$每组
#"

孔%# 正常对照组#

RV3;&D

于含
"

!

!: <JIQ (JK#

$来自于健康儿童%的培养液培

养
#! S

&空白对照组#

RV3;&D

于无血清培养液&

RTU

血清组#

RV3;&D

于含
"

!

!: <JIQ (JK#

$来自

于
RTU

患儿血清%的培养液培养
#! S

!弃上清!加入无

血清培养液&

),N

干预组#

RV3;&D

于含
"

!

!: <JIQ

RTU

患儿
(JK#

的培养液培养
#! S

!弃上清!加入
),N

$终浓度
#

!

"

*

"

!

:

*

"

!

!: <JI<Q

%的无血清培养液'

$

!

_

#

(Q

"

8

*

)7,

"

!

和
7G

水平检测#各组细胞继

续培养
#! S

后收集上清液!按照说明书采用酶联免疫

法测定
(Q

"

8

*

)7,

"

!

水平!采用硝酸还原酶法测定
7G

水平'

$

!

:

#荧光定量
U&W

检测
7,

"

"N

和
(&K+

"

#

<W7K

表达#将收集的
RV3;&D

用
)/=b45

法提取总

W7K

' 取
: %J W7K

用逆转录试剂盒逆转录为

EF7K

'取
: %Q EF7K

模板行
U&W

' 引物的设计#根

据
Z-?.1?

的基因序列!采用
G5=J4 :

!

"

软件设计引
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物$表
#

%' 荧光定量
U&W

和检测按照说明书进行'

反应条件为#预变性
9_

)

_ <=?

!变性
9_

)

%" D

!退

火
%" D

!扩增
H!

)

_: D

!延伸
H!

)

: <=?

!循环
%:

次' 结果以
&

"

1EL=?

作为内参!每个样本重复
%

次取

其平均值!相对定量采用
!

&

!!EL法'

表
#

$

7,

"

"N

和
(&K+

"

#

引物序列

基因 引物序列
产物大小

$

.P

%

7,

"

"&

上游#

:

%"

KZ)KKKZ&&&&&KK)Z&K)&

"

%

%

下游#

:

%"

&&ZKKZ&)ZZK&KKK&K&KZ

"

%

%

!H9

(&K+

"

#

上游#

:

%"

KZZZ&&&KZ&)&&)Z&)ZKK

"

%

%

下游#

:

%"

&KZ)&ZZZZZ&&K)K&KZZKK

"

%

%

#%8

&

"

1EL=?

上游#

:

%"

)ZK&Z)ZZK&K)&&Z&KKKZ

"

%

%

下游#

:

%"

&)ZZKKZZ)ZZK&KZ&ZKZZ

"

%

%

!":

$

!

$

#

*-DL-/? .54L

检测
7,

"

"N

和
(&K+

"

#

蛋白

表达#

W(UK

蛋白裂解液$主要成分为
#a )/=L4?c

"

#""

!

#a74=O-L U

"

_"

!

"

!

:a D4O=0< O-4[2ES451L-

!

# <<45IQ U+T,

和蛋白酶抑制剂复合物%裂解细胞&取

总蛋白
: %J

进行
#!aTFT

"

UKZ;

电泳!经
U3F,

膜

转移!第一抗体$

#

*

_""

%在
_

)中孵育过夜!再与
RWU

偶联第二抗体$

#

*

# """

%室温中孵育
# S

!

T0P-/T=J?15

化学发光底物显影!压片检测' 结果重复
!

次'

H

#统计学方法#所有数据均用
TUTT #%

!

"

统

计软件处理!计量资料以
[

(

D

表示&所有样本正态分

布检验采用单样本
^45<4J4/4M

"

T<=/?4M

检验!多组

间比较采用方差分析!多组间的两两比较采用
T7^

法和
N4?B-//4?=

法'

U X"

!

":

为差异有统计学意义'

结##果

#

#各组
(Q

"

8

*

)7,

"

!

和
7G

水平比较 $表
!

%

与正常对照组和空白对照组比较!

RTU

组
(Q

"

8

*

)7,

"

!

及
7G

水平均明显升高!差异有统计学意义 $

U X

"

!

":

%&与
RTU

组比较!

),N

$

#

!

"

*

"

!

: <JI<Q

%干预

后
(Q

"

8

*

)7,

"

!

及
7G

水平均明显降低 $

U X

"

!

"#

!

U X"

!

":

%'

表
!

$各组
(Q

"

8

*

)7,
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!

和
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水平比较#$
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!
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!

""
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!

"#

##

!

#各组
7,

"

"N

和
(&K+

"

# <W7K

表达比较$表

%

%#与正常对照组*空白对照组比较!

RTU

组血清

(JK#

诱导内皮细胞
7,

"

"N

与
(&K+

"

# <W7K

的表

达水平明显升高!差异有统计学意义$

U X"

!

":

%' 与

RTU

组比较!

),N #

!

"

*

"

!

:

*

"

!

!: <JI<Q

干预后
7,

"

"N

与
(&K+

"

# <W7K

明显下调!差异有统计学意义

$
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!
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7,

"

"N

和
(&K+

"

#

蛋白表达比较$表
_

!

图
#

%#与正常对照组*空白对照组比较!

RTU

组血清

(JK#

诱导内皮细胞
7,

"

"N

与
(&K+

"

#

蛋白表达水平

明显升高!差异有统计学意义$
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与
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!
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干预下!
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与
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"

#
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调!差异有统计学意义$

U X"

!

":

!

U X"

!

"#

%'

表
_

$各组
7,

"

"N

和
(&K+

"

#

蛋白表达比较#$

[

(

D

%

组别
? 7,

"

"N (&K+

"

#

正常对照
%

"

+

#H%

(

"

+

"#"

"

"

+

#:H

(

"

+

":!

""

空白对照
%

"

+

#9_

(

"

+

"_$

""

"

+

":#

(

"

+

""%

""

RTU % "

+

%:_

(

"

+

"!# "

+

!9!

(

"

+

#"H

RTU d ),N #

+

" <JI<Q %

"

+

"99

(

"

+

"##

""

"

+

"9#

(

"

+

""8

""

RTU d ),N "

+

: <JI<Q %

"

+

#$:

(

"

+

"%_

""

"

+

#_!

(

"

+

"#!

""

RTU d ),N "

+

!: <JI<Q %

"

+

!8H

(

"

+

"!:

"

"

+

#H$

(

"

+

"#_

""

##注#与
RTU

组比较!

"

U X"

!

":

!

""

U X"

!

"#

##注#

#

为空白对照组&

!
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%

为
RTU d ),N

"

!

!: <JI<Q

组&

_

为
RTU d ),N "

!

: <JI<Q

组&

:

为

RTU d ),N #

!

" <JI<Q

组&

$

为正常对照组

图
#

$各组
7,

"

"N

和
(&K+

"

#

蛋白表达比较

讨##论

RTU

是儿童时期一种常见的系统性血管炎!具体
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的发病机制迄今未明' 有研究证实细胞免疫和体液免

疫在其发病过程中起着重要作用(

9

)

'

(JK

尤其是

(JK#

循环免疫复合物沉积在血管壁诱导的免疫炎症

反应是
RTU

发生的关键(

#

)

' 本课题前期研究已证

实!过敏性紫癜患儿体内
(JK#

可诱导
RV3;&D

中

&1DP1D-

"

%

及
,1D

的表达!并诱导其凋亡(

#"

)

'

鬼针草又名婆婆针!始载于唐代陈藏器,草本拾

遗-!其性味苦!甘淡*微寒!是我国民间常用治疗各种

炎症*风湿性疾病的传统药材(

##

)

' 黄酮化合物为鬼针

草的主要活性成分(

#!

)

!本实验前期研究发现鬼针草具

有抗炎*清除氧自由基的作用(

:

!

$

!

#%

)

' 另有研究发现

鬼针草黄酮类化合物在降压*降血糖方面有较好作

用(

#_

!

#:

)

' 但鬼针草在儿童过敏性紫癜中的应用迄今

尚未报道'

7,

"

"N

作为炎症反应的最为重要的转录因子!在

多种因素如
QUT

*细胞因子*氧化剂及紫外线照射等

诱导信号的作用下活化*转核!调控
)7,

"

!

*

(Q

"

8

等多

种炎性细胞因子基因的转录!参与炎性反应的多个环

节' 当细胞受到外界信号刺激时!

7,

"

"N

的抑制物

("N

发生磷酸化并迅速降解!露出核定位信号区域!

7,

"

"N

被释放和激活!发生核异位!调控一系列基因

的表达!活化后的
7,

"

"N

能增强
)7,

"

!

*

(Q

"

8

*

7G

及

(&K+

"

#

的转录表达!为这些基因的快速激活提供了

一条重要的途径!同时这些因子增多后又可以活化

7,

"

"N

!进一步加重细胞损伤(

#$

)

'

(&K+

"

#

是细胞黏

附分子免疫球蛋白超家族中的一员!在介导中性粒细

胞和血管内皮细胞及上皮细胞间的黏附!在炎症反应

过程中发挥着重要作用(

#H

)

' 本研究中发现
RTU

患儿

血清
(JK#

诱导
RV3;&D

产生的
(Q

"

8

*

)7,

"

!

和
7G

水平及
7,

"

"N

和
(&K+

"

# <W7K

及蛋白表达量!较

正常对照组和空白对照组有显著性增高' 而
),N

可

以抑制
(JK#

刺激下
RV3;&D

细胞内
7,

"

"N

和

(&K+

"

#

的表达' 由此可推断
7,

"

"N

作为细胞因子

介导的炎性反应过程中重要的调节因子可能参与

RTU

血管损伤发生与发展的过程' 结合本研究中分

离
RTU

急性期患儿血清
(JK#

刺激
RV3;&D

!发现

),N

能够降低
(JK#

刺激
RV3;&D

分泌细胞因子

)7,

"

!

!

(Q

"

8

和
7G

的水平' 因此推测
RTU

患儿血清

中的
(JK#

刺激
RV3;&D

中
7,

"

"N

表达!继而上调

(Q

"

8

*

)7,

"

!

*

7G

和
(&K+

"

#

的转录表达!启动或加剧

血管内皮细胞的炎症反应!导致内皮细胞的损伤' 而

),N

可以通过抑制
(JK#

刺激下
RV3;&D

细胞内

7,

"

"N

和
(&K+

"

# <W7K

和蛋白的表达!进一步降低

RV3;&D

产生的
(Q

"

8

*

)7,

"

!

*

7G

水平!对损失血管

内皮细胞起到保护作用'

总之!

),N

对
RTU

患儿血清
(JK#

诱导的血管内

皮细胞损伤有保护作用!其机制可能与其抑制性调节

体内
7,

"

"N

表达*减少体内
(Q

"

8

*

)7,

"

!

*

7G

产生而

缓解血管损伤发生'
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)中国中西医结合杂志*是由中国科学技术协会主管%中国中西医结合学会和中国中医科学院主

办的中西医结合综合性学术期刊$
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年创刊"由中国科学院院士陈可冀担任总编辑$ 设有述评%

专家论坛%专题笔谈%临床论著%基础研究%临床报道%综述%学术探讨%思路与方法学%临床试验方法

学%病例报告%中医英译%会议纪要等栏目$ 本刊多次获国家科委%中宣部%新闻出版署及国家中医药

管理局颁发的全国优秀期刊奖&
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'T)

#%美国)乌利希期刊指
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(&

#%英国)国际农业与生物科学研究中心* !

&KN(

#%

*RG

西太平洋地区医学索引!

*UW(+

#等&为中国科技论文统计源期刊%中国学术期刊综合评价数据库统
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