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复方楂金颗粒对
5-DE

小鼠肝脏内

*FG%

信号通路的影响

刘#静#

#庄振杰#

#田#静!

#李兆翌!

#罗#燕#

#柳银兰#

陈建玉#

#马晓洁#

#臧淑妃&

#施军平&

摘要#目的#观察复方楂金颗粒对高脂高果糖饮食诱导的非酒精性脂肪性肝炎!

H3H>1@3I310@ JK:>K3

"

I:.>K0K0J

"

5-DE

#小鼠肝脏内
*311

样受体
%

!

*311

"

10L: /:@:.K3/ %

"

*FG%

# 信号通路影响$ 方法#

$

周龄雄性

'&E

品系小鼠
&"

只"按体重分层随机分为高脂高果糖组!

!"

只#和对照组!

#"

只#$ 高脂高果糖组用高脂饲料

和
!"M

果糖饮用水喂养%对照组用普通饲料和普通饮用水喂养$

6

周后将高脂高果糖组按体重分层随机分为

高脂高果糖组和楂金颗粒组各
#"

只"楂金颗粒组用高脂饲料和
!"M

果糖饮用水喂养"每天按
8" =FCLN

予

#!

!

6M

的复方楂金颗粒冲剂灌胃!山楂&郁金&泽泻&海藻&象贝&水飞蓟&桃仁按
&

$

#

!

8

$

#

!

8

$

!

$

#

!

8

$

!

$

#

比例制

备而成#$ 余组喂养如前"每天予同体积蒸馏水灌胃"

#$

周处死小鼠$ 检测小鼠体重&肝湿重&肝功能及脂代谢

指标"采用
E<

&油红
B

及
,>JJ3H

染色评价小鼠肝脏病理学改变$ 用免疫组织化学染色和实时荧光定量
O'G

法检测小鼠肝组织
*FG%

&髓样分化因子
66

!

=P:130Q Q0RR:/:HK0>K03H R>@K3/ 66

"

,PA66

#&肿瘤坏死因子

!

KS=3/ H:@/3J0J R>@K3/

"

>1.I>

"

*5T

"

!

#表达$ 结果#楂金颗粒组体重&谷丙转氨酶!

>1>H0H: >=0H3K/>HJ

"

R:/>J:

"

-F*

#&谷草转氨酶!

>J.>/K>K: >=0H3K/>HJR:/>J:

"

-D*

#明显低于高脂高果糖组!

O U"

!

"8

#%油红
B

染色面积&密度较对照组减少%

E<

染色显示"楂金颗粒组炎症气球样变较高脂高果糖组减少%

,>JJ3H

染色阴

性%

*FG%

&

,PA66

免疫组化染色阳性率和
=G5-

表达均明显低于高脂高果糖组 !

O U"

!

"8

#$结论#复方楂金

颗粒剂能明显抑制
5-DE

小鼠肝脏内
*FG%

信号通路$

关键词#非酒精性脂肪性肝炎%复方楂金颗粒%
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##非酒精性脂肪性肝炎$
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"
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"

5-DE

%作为单纯性脂肪肝进展为肝硬化的限

速步骤和糖尿病'动脉粥样硬化及其他代谢相关恶性

肿瘤的重要危险因素近年倍受关注(

#

%

&

)

* 长期随访研

究表明"无论是胰岛素增敏剂还是生活方式的改变仅

能使
8"M 5-DE

患者肝组织得到显著改善(

%

)

* 以往

研究表明"复方楂金颗粒能清除
5-DE

大鼠过多的自

由基"保持肝细胞内活性氧$

/:>@K0]: 3_PN:H J.:

"

@0:J

"

GBD

%产生和灭活的平衡"减轻肝细胞脂肪变性

和肝脏损伤"明显改善肝组织炎症程度(

8

"

$

)

* 但其具

体的作用机制尚不明确"近年来已证实
*311

样受体
%

$

*311

"

10L: /:@:.K3/ %

"

*FG%

% 信号通路介导的

dS.RR:/

细胞活化在
5-DE

炎症启动中起着关键作

用(

7

)

* 本实验将从复方楂金颗粒对
5-DE

小鼠肝脏

内
*FG%

信号通路的影响研究其治疗
5-DE

的分子

机制"现报告如下*

材料与方法

#

#动物及分组#

$

周龄雄性
'&E

品系小鼠
&"

只购于南京大学国家遗传工程小鼠资源库"合格证号#

D'\d

$苏%

!"#"

%

"""#

"按体重分层随机分到高脂高

果糖组$

!"

只%和对照组$

#"

只%*

!

#药物#复方楂金颗粒#由山楂'郁金'泽泻'海

藻'象贝'水飞蓟'桃仁
7

味中药按配比$

&

$

#

!

8

$

#

!

8

$

!

$

#

!

8

$

!

$

#

%组成"杭州市第六人民医院药物实验室

制备*

&

#主要试剂#果糖$美国
-=:/0J@3

公司%&抗

*FG%

鼠多克隆抗体'抗
,PA66

兔单克隆抗体'羊抗

鼠
)NX

'羊抗兔
)NX

$英国
-a@>=

公司%&

A-`

显色剂

$中杉金桥公司 %&

*/0^31

'逆转录试剂盒'

D[`G

X/::H

试剂盒$美国
)H]0K/ 0N:H

公司%&引物$生工生

物工程股份有限公司%*

%

#主要仪器#日立
7#6"

全自动生化分析仪$日

本日立公司%&梅颖浦
8!%

型磁力搅拌器$上海梅颖浦

仪器制造有限公司%&

-`) ./0J= 7;"" E* R>JK /:>1

"

K0=: O'G JPJK:=

$德国
`03=:K/>

公司%&石蜡切片

机$德国
F:0@>

公司%&普通光学显微镜$日本
B1P=

"

.SJ

公司%*

8

#方法

8

!

#

#模型建立及给药方法#参照+高脂高果糖

饮食诱导非酒精性脂肪性肝炎小鼠模型的建立和鉴

定,进行模型的建立及鉴定(

6

)

"高脂高果糖组用高脂

饲料$

7$

!

8M

标准饲料'

#!M

猪油'

#M

胆固醇'

8M

蛋

黄粉'

8M

全脂奶粉'

"

!

8M

胆酸钠"饮用
!"M

果糖%和

!"M

果糖饮用水喂养&对照组用普通饲料和普通饮用

水喂养*

6

周后将高脂高果糖组按体重分层随机分为

高脂高果糖组和楂金颗粒组各
#"

只"楂金颗粒组用高

脂饲料和
!"M

果糖饮用水喂养"每天按
8" =FCLN

予

#!

!

6M

的复方楂金颗粒冲剂$山楂'郁金'泽泻'海藻'

象贝'水飞蓟'桃仁按
&

$

#

!

8

$

#

!

8

$

!

$

#

!

8

$

!

$

#

比例制

备而成"

#"" =F

生理盐水加入复方楂金颗粒
#!

!

6 N

%

灌胃* 其余各组喂养如前"每天予同体积蒸馏水灌胃"

#$

周处死所有小鼠*

8

!

!

#标本采集#处死小鼠前晚禁食不禁水

#! I

"空腹称重和测量身长"次日晨空腹用
&M

戊巴比

妥钠$

"

!

#8 =FC#"" N

%腹腔注射麻醉"颈椎脱臼法处

死小鼠"常规采集血清标本"测量肝脏湿重'肝指数

$肝脏湿重
C

体重%"由肝左叶固定部位取材"制备肝脏

石蜡切片和冰冻切片标本*

8

!

&

#肝功能 $

-F*

'

-D*

%指标检测#采用日立

7#6"

全自动生化分析仪测定*

8

!

%

#肝脏普通病理学检查#采用冰冻切片行油
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红
B

染色观察肝细胞脂肪变"采用石蜡切片行
E<

染

色"观察肝组织炎症活动度和纤维化程度* 参照+美

国国立卫生研究院
5-DE

临床研究网络病理工作组

指南,

(

;

)进行非酒精性脂肪性肝病$

5-TFA

%活动度

评分$

5-TFA >@K0]0KP J@3/:

"

5-D

%# $

#

%肝脂肪变#

U8M

为
"

分"

8M e&%M

个为
#

分"

&%M

f

e$$M

为
!

分"

g$$M

为
&

分&$

!

%小叶内炎症$

!"

倍显微镜下炎

症坏死灶个数%# 无为
"

分"

U!

个为
#

分"

! e%

个为

!

分"

g%

个为
&

分&$

&

%气球样变#无为
"

分"少见为

#

分"多见为
!

分*

# e&

项合计#

U&

分排除
5-DE

"

&

&

%

分为
5-DE

可能"

g%

分诊断为
5-DE

*

8

!

8

#

*FG%

'

,PA66

蛋白表达#采用免疫组化染

色* 即#$

#

%肝组织石蜡切片脱蜡至水&$

!

%用高压蒸汽

抗原修复$

.E $

!

"

柠檬酸缓冲液"高压锅加压阀出气后

& =0H #8 J

"快速冷却%&$

&

%

&M E

!

B

!

封闭内源性过氧

化物酶
#8 =0H

&$

%

%滴加鼠多克隆抗体
*FG%

$

#

$

#""

%'

兔单克隆抗体
,PA66

$

#

$

#""

%"

%

'孵育过夜&$

8

%

O`D

振洗"滴加羊抗鼠或羊抗兔$

#

$

8""

%二抗室温

%" =0H

&$

$

%

O`D

振洗"

A-`

显色
8 =0H

&$

7

%充分水洗

后苏木素复染
! =0H

"脱水后封片观察阳性标记* 以

"

!

"# =31CF "

!

8 =F O`D

代替一抗作为空白对照* 用

%""

倍显微镜观察* 细胞染色强度分级#

"

分为无色者"

#

分为浅黄色者"

!

分为棕黄色者"

&

分为棕褐色&阳性

细胞率分级# 无阳性细胞者记为
"

分"

#M

&

!8M

者记

为
#

分"

!$M

&

8"M

者记为
!

分"

8#M

&

78M

者记为
&

分"

7$M

&

#""M

者记为
%

分* 每张切片随机观察
#"

个高倍视野$

%""

倍%"取其平均值* 采用半定量积分结

果分级标准#

"

分记为$ %%"

!

&

&

分记为$ (%"

%

&

8

分

记为$

f

%"

$ e7

分记为$

f f

%*

8

!

$

#

*FG%

'

,PA66

'

*5T

"

!=G5-

#采用
G*

"

O'G

检测* 取肝组织"提取
G5-

"

G*

试剂盒逆转录

制备
@A5-

并纯化"以
@A5-

为模板"优化
O'G

条

件"

O'G

扩增后并进行电泳鉴定&采用
G*

"

O'G

对

逆转录 %扩增产物进行定量分析* 用
"

"

>@K0H

作内

参照* 内 参 基 因
"

"

>@K0H

和 目 标 基 因
*FG%

'

,PA66

'

*5T

"

!=G5- G*

"

O'G

反应条件的优化

结果从溶解曲线'

'K

值和
!GH

综合考虑* 扩增倍数

计算方法采用
!

%

!!'K法"

!!'K b

本组测定基因
'K

值 $本组平均
'K

值 内参平均
'K

值%* 引物序列详

见表
#

*

表
#

$

G*

"

O'G

引物序列表

基因 引物序列
引物长度

$

a.

%

,J *FG%

正#

&

)"

--*X-XX-'*XXX*X-X---*X-X

"

8

)

!%

反#

&

)"

-X-'-'*-''-'--*--''**''X

"

8

)

!%

,J ,PA66

正#

&

)"

X-'X-**-*'*-'-X-X'--XX--*X

"

8

)

!$

反#

&

)"

'-*-*-X*X-*X--''X'-XX-*-'

"

8

)

!8

,J *5T

"

!

正#

&

)"

''-''-'X'*'**'*X*'*-'

"

8

)

!#

反#

&

)"

XX'*-'-XX'**X*'-'*'X

"

8

)

!"

,J "

"

>@K0H

正#

&

)"

'*XX'*''*-X'-''-*X--

"

8

)

!"

反#

&

)"

'X'-X'*'-X*--'-X*''X

"

8

)

!"

$

#统计学方法#采用
DODD#&

!

"

统计软件分

析"计量资料采用
_

(

J

表示"

&

组间均数比较采用方

差分析"两两比较采用
FDA

"

K

检验"计数资料采用
#

!

检验和
T0JI:/

确切概率法"

O U "

!

"8

为差异有统计

学意义*

结##果

#

#各组小鼠体重'肝指数'

-F*

及
-D*

比较$表

!

%#与对照组比较"高脂高果糖组体重'肝指数'

-F*

及
-D*

均明显升高$

O U"

!

"8

%&楂金颗粒组体重亦升

高明显$

O U"

!

"8

%"肝指数'

-F*

及
-D*

变化差异无

统计学意义$

O g"

!

"8

%* 与高脂高果糖组比较"楂金

颗粒组肝指数'

-F*

和
-D*

明显降低$

O U"

!

"8

%*

!

#

&

组病理学结果比较$图
#

%#对照组小鼠肝

脏大体观色暗红'质地柔软&高脂高果糖组和楂金颗粒

组肝脏颜色不同程度变黄"质地变韧* 油红
B

染色显

示#高脂高果糖组肝脏油红
B

染色面积'密度'染色明

显高于楂金颗粒组*

E<

染色显示#对照组小鼠肝脏

病理无异常发现&高脂高果糖组出现坏死灶"肝小叶内

明显的炎症细胞浸润"伴轻微的窦周纤维化"其中

6"M 5-D

积分
g8

分"且
%"M5-D

积分达
6

分&楂

金颗粒组脂肪变及气球样变较高脂高果糖组明显减

轻"肝脏
5-D

积分均
U&

分*

,>JJ3H

染色显示#高

脂高果糖组
,>JJ3H

染色阳性"楂金颗粒组
,>JJ3H

染色阴性* 对照组
,>JJ3H

染色亦为阴性*

&

#

*FG%

和
,PA66

免疫组化染色结果$图
!

%#

高脂高果糖组小鼠
*FG%

和
,PA66

免疫组化染色均

表
!

$各组小鼠体重'肝指数'

-F*

及
-D*

水平比较#$

_

(

J

%

组别
H

体重$

N

% 肝指数
-F*

$

ZCF

%

-D*

$

ZCF

%

对照
#" !8

*

"6

(

&

*

;" "

*

"%

(

"

*

"" !%

*

7"

(

$

*

87 #&!

*

#!

(

78

*

%&

高脂高果糖
#"

&&

*

"%

(

8

*

;;

"

"

*

"8

(

"

*

"#

"

#"6

*

8"

(

;&

*

&%

"

&#$

*

&"

(

!"6

*

;6

"

楂金颗粒
#"

!;

*

76

(

&

*

78

"

"

*

"%

(

"

*

""

!

!$

*

$"

(

8

*

8"

!

#"8

*

;"

(

#"

*

$;

!

##注#与对照组比较"

"

O U"

*

"8

&与高脂高果糖组比较"

!

O U"

*

"8
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##注#

-

为对照组"其中
-#

为油红
B

染色'

-!

为
E<

染色'

-&

为
,>JJ3H

染色&

`

为高脂高果

糖组"其中
`#

为油红
B

染色'

`!

为
E<

染色'

`&

为
,>JJ3H

染色&

'

为楂金颗粒组"其中
'#

为

油红
B

染色'

'!

为
E<

染色'

'&

为
,>JJ3H

染色

图
#

$

&

组病理学结果#$ +

%""

%

##注#

-

为对照组"其中
-#

为
*FG%

免疫组化染色'

-!

为

,PA66

免疫组化染色&

`

为高脂高果糖组"其中
`#

为
*FG%

免

疫组化染色'

`!

为
,PA66

免疫组化染色&

'

为楂金颗粒组"其

中
'#

为
*FG%

免疫组化染色'

'!

为
,PA66

免疫组化染色

图
!

$

&

组
*FG%

'

,PA66

免疫组化染色结果#$ +

%""

%

有大量阳性表达"细胞质和细胞膜可见棕黄色染色"复

方楂金颗粒组
*FG%

和
,PA66

免疫组化的阳性表达

率明显少于高脂高果糖组"且
*FG%

以细胞膜棕黄色

染色为主"对照组免疫组化可见少量的
*FG%

细胞膜

阳性表达和
,PA66

胞质表阳性达*

%

#

&

组
*FG%

'

,PA66

'

*5T

"

!=G5-

水平比较

$表
&

%#高脂高果糖组小鼠
*FG%

'

,PA66

'

*5T

"

!

=G5-

表达均明显高于同时点对照组$

O U"

!

"8

%"楂

金颗粒组
*FG%

'

,PA66

'

*5T

"

!=G5-

表达均低于

高脂高果糖组$

O U"

!

"8

%*

表
&

$

&

组
*FG%

'

,PA66

'

*5T

"

!=G5-

水平比较#$

_

(

J

%

组别
H *FG% ,PA66 *5T

"

!

对照
#" "

*

78

(

"

*

#6 #

*

##

(

"

*

!# #

*

#7

(

"

*

!7

高脂高果糖
#"

#

*

8#

(

"

*

";

"

#

*

76

(

"

*

&#

"

8

*

#$

(

#

*

&%

"

楂金颗粒
#"

#

*

#6

(

"

*

!8

!

#

*

!#

(

"

*

!;

!

#

*

7%

(

"

*

%"

##注#与对照组比较"

"

O U"

*

"8

& 与高脂高果糖组比较"

!

O U"

*

"8

讨##论

近年研究报道"富含高脂高果糖的现代快餐可导

致明显的肝纤维化'炎症'内质网应激及脂肪细胞的凋

亡(

#"

)

* 果糖在体内代谢生成乙二醛并诱导活性氧增

加而导致肝细胞线粒体损伤(

##

)

"也可通过促进肝脏脂
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%

质从头合成'瘦素抵抗'肠源性内毒素生成等参与肝脂

肪变和肝病进展过程(

#"

"

#!

"

#&

)

* 在联合了果糖饮料

$

&"M

%的美式生活方式诱导的小鼠
5-DE

模型中"

典型的肝组织学和代谢表型则似乎主要来自反式脂

肪'活动限制及各因素的协同作用(

#&

)

* 本课题在高脂

饮食的基础上加
!"M

的果糖饮水造模"高脂高果糖饮

食的持续刺激
#$

周时肝组织出现明显的气球样变'

脂肪变'炎症伴轻微的窦周纤维化"肝功能明显受损"

血清
-F*

'

-D*

'总胆固醇增加伴小鼠明显肥胖"符合

5-DE

疾病发展的自然演变过程且具备代谢综合征

的主要表型(

6

)

"表明高脂高果糖可协同促进肝脏病变

以及代谢表型的发生* 这个结果与
*:K/0 FE

等(

#%

)报

道的美式生活方式诱导的
5-DE

小鼠模型相似"但不

需活动限制"符合自然病程&可用于
5-DE

发病机制

及药物疗效方面的研究*

目前由于
5-DE

发病机制复杂"现代医学临床治

疗相对困难"而中医学认为其属+胁痛,'+积聚,'+痰

浊,等范畴* 其发生的主要病理因素是痰湿"病理基

础以脾胃亏虚为本"气郁'血瘀'痰湿'湿热为标"病位

在肝"与肝'脾'肾等密切相关"其病机为脾肾亏虚"肝

失疏泄"脾失健运"湿热内蕴"痰浊郁结"气滞血瘀"痰

瘀互结"而最终形成湿'痰'瘀'热互结"痹阻肝脏脉络

而发为
5-TFA

* 因此认为理气祛瘀化痰为治疗脂肪

肝的基本法则"此法可使肝疏泄趋以正常"令脾气健

运"从而起到痰化瘀去'湿浊清除'肝络通畅的作用*

在此原则上的中医方剂对
5-DE

的治疗取得了较好

的临床疗效(

8

)

* 本课题根据临床应用桃仁'郁金'山

楂'泽泻'海藻'象贝'水飞蓟等中药治疗
5-DE

取得

的良好疗效"配置成颗粒剂灌胃小鼠* 结果显示"楂金

颗粒组脂肪沉积较高脂高果糖组明显较少"炎症气球

样变亦明显减少"重要的是高脂高果糖组在
#$

周出

现了明显的纤维化"而楂金颗粒组未发生纤维化"且

-D*

'

-F*

明显低于高脂高果糖组* 方中桃仁活血化

瘀"山楂消食化积'行气散瘀"郁金行气解郁活血"泽

泻'水飞蓟利水渗湿'泄热"海藻理气宽中'化痰"象贝

清热化痰'开郁散结"诸药合用"共奏理气化痰祛瘀之

功"故取得了预期的良好疗效*

近年来已证实脂多糖 $

F0.3.31PJ>@@I>/0Q:

"

FOD

%

C*FG%

信号通路介导的
dS.RR:/

细胞活化在

5-DE

进展中起着非常重要的作用(

#8

)

* 在脂肪肝疾病

中"

FOD

是关键的外来危险信号* 在大多数
5-TFA

实

验模型中"循环
FOD

升高"肝脏对
FOD

异常敏感(

#$

)

*

5-TFA

与血清
FOD

水平增加有关"而促炎因子的级联

活化在疾病进展中起关键作用(

#7

)

* 因此"在实验和人

类
5-TFA

中"果糖摄入量增加等饮食因素是肠运动性

改变'细菌过度生长'上皮渗透性增加的原因(

#$

)

&近来

发现增高的营养性脂肪酸水平能激活脂肪细胞和巨噬

细胞中的
*FG%

信号通路"进而使天然免疫系统活化"

导致肝脏损害*

*FG%

缺失时"脂肪酸诱导的炎性信号

减弱"这种作用结果与脂肪酸成分密切相关(

#8

)

* 饱和

脂肪酸能通过
,PA66

依赖和
*G-,

依赖激活脂肪细

胞和巨噬细胞中的
*FG%

信号通路"并通过核因子"

$̀

$

HS@1:>/ HS@1:>/ R>@K3/

"

$̀

"

5T

"

$̀

%激酶抑制剂

$

)dd

%和
@

"

(SH

氨基末端激酶$

(5d

%激活
5T

"

$̀

介导

炎性反应信号途径&而不饱和脂肪酸能够抑制巨噬细胞

*FG%

信号通路激活(

#7

)

* 因此"

*FG%

是体内脂肪酸水

平和成分改变的感应器"在
5-DE

发病中具有重要意

义* 本课题的结果与此完全相符合"采用高脂高果糖饮

食喂养
'&E

品系小鼠
#$

周提示
5-DE

的发生"

*FG%

'

,PA66

和
*5T

"

!

蛋白和
=G5-

表达明显高于

对照组* 采用复方楂金颗粒治疗高脂高果糖饮食喂养

6

周后的
5-DE

小鼠"

*FG%

信号通路上的关键分子

*FG%

'

,PA66

的蛋白表达和
*FG%

'

,PA66

'

*5T

"

!

=G5-

表达均明显低于高脂高果糖组* 因此"复方楂

金颗粒治疗
5-DE

与其抑制肝脏内
*FG%

信号通路有

关"但其具体作用形式还有待进一步研究*
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第
7

次全国中西医结合传染病学术会议征文通知

由中国中西医结合学会传染病专业委员会主办的第
7

次全国中西医结合传染病学术会议将于

!"#$

年
$

月在山东省青岛市召开$ 现征文要求如下$

征文内容!!

#

#各种传染病的中西医结合诊疗和实验研究%!

!

#中医药及中西医结合防治传染病

的经验总结%!

&

#中西医结合传染病的研究方法&思路和发展战略%!

%

#中医药和中西医结合诊疗传染

病的进展和评价%!

8

#运用多种疗法!如针灸&气功等#&多种给药途径!栓剂&保留灌肠&皮肤给药&器

官给药&腧穴给药等#治疗各种传染病的应用和配合研究%!

$

#各种传染病动物模型&病理机制&检测

技术&诊断标准的最新进展及动态%!

7

#中西医结合传染病学术定位及体系研讨$

稿件要求!在
8 """

字以内"未经正式发表"提供
8""

字以内的中文摘要"注明作者姓名&单位&地

址&邮编及
<

"

=>01

$

投稿方式!广东省深圳市龙岗区布澜路
!;

号!邮编
8#6##!

# 深圳市第三人民医院#聂广!收#"

欢迎通过电子邮件投稿"请发至
^_PWI@/a?#$&4@3=

"并注明'会议征文($

截稿日期!

!"#$

年
8

月
!"

日$


