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!基础研究!

清脑益智方通过调控
I(%JGKDL

信号通路抗缺氧复氧

诱导皮层神经元细胞凋亡的实验研究

秦秀德#

$刘$玉#

$朱金墙!

$王$硕!

$林松俊#

$虢周科#

摘要$目的$观察清脑益智方含药脑脊液对缺氧复氧"

MBN3O?>G1-3OBC-P>L?3P

#

QGR

$神经元存活率%

凋亡及
I(%JGKDL

信号转导通路的影响#探讨清脑益智方治疗血管性痴呆的部分机制& 方法$原代培养皮层

神经元#将神经元细胞"

&6&

$按照
#

%

#"

8的浓度接种于细胞培养板#将
&6&

分为正常组"简称
6&

组$%缺

氧复氧组"简称
+&

组$%正常脑脊液组"简称
6

#

&ST

组$%清脑益智方含药脑脊液高剂量组"简称
U6

#

Q

组$%清脑益智方含药脑脊液低剂量组"简称
U6

#

V

组$%恩必普组"简称
6WI

组$& 除
6&

组外#其余各组均

在添加相应干预措施后进行缺氧
!: M

复氧
!: M

处理& 采用
&&J

#

7

试剂盒检测细胞活力'采用
)X6=V

法

检测细胞的凋亡情况'采用
*-@L-1P 043L

法检测磷酸化
I(%J

及磷酸化
KDL

蛋白表达'采用逆转录
I&R

"

R)

#

I&R

$法检测
I(%J

%

KDL

%

/)FR

基因表达& 结果$与
6&

组比较#

+&

组
&6&

活力"

F,

值$下降

"

I Y"

!

"#

$&

&6&

凋亡数目明显增多"

I Y"

!

"#

$&

I(%J

%

KDL

%

/)FR

基因表达均显著降低#

N

#

I(%J

%

N

#

KDL

蛋白表达升高"

I Y"

!

"9

$'与
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组比较#

U6

#

Q

组
F,

值升高明显"

I Y"

!

"#
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U6

#

Q

%

U6

#

V

%

6WI

组神经

元凋亡数目明显减少"

I Y "

!

"#

$#其中
U6

#

Q

组神经元凋亡数目较
6WI

组更少"

I Y "

!

"#
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#

Q

组

I(%J

%
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%
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基因表达水平均提高"
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组
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"

I Y"

!

"#

$'

U6

#

Q

%

U6

#

V

%

6WI

组的
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蛋白表达水平明显升高"
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$& 结论$清脑益智方能提

高缺氧复氧致皮层神经细胞活力#减少缺氧复氧引起的皮层神经元的凋亡数目#此作用可能与清脑益智方对

I(%JGKDL

信号转导通路的调节有关&

关键词$清脑益智方'血管性痴呆'缺氧复氧'神经元'

I(%JGKDL

信号转导通路
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$$血管性痴呆$

a>@.Z4>1 [-/-PL?>

"

2,

%是包括缺

血性或出血性脑血管病"或心脏循环障碍引起的低血

流灌注导致的各种临床痴呆"是痴呆的常见类型'

8"

岁及以上人群的
2,

患病率为
"

!

;c

"男性较女性

更为常见"给社会和家庭带来沉重负担(

#

"

!

)

' 清脑益

智方是张伯礼院士治疗痴呆的临床经验方'

I(%JG

KDL

信号转导途径是重要的细胞存活信号通路"对脑

缺血神经细胞凋亡起重要的调控作用(

%

)

' 本实验拟

从
I(%JGKDL

信号转导途径探讨清脑益智方对
2,

的

作用机制"现报道如下'

材料与方法

#

$ 动物 $ 雄性大耳白家兔
!"

只" 体重

$

!

&

"

!

!

%

DC

"购自天津中医药大学实验动物中心"许

可证号#

S&]J

$津%

!"#"

"

""":

& 孕
#8

天
*?@L>1

大鼠
#"

只"体重$

!""

&

!"

%

C

"购自天津中医药大学

实验动物中心"许可证号#

S&]J

$津%

!"";

"

""":

'

动物实验经天津中医药大学医学动物实验中心伦理委

员会批准'

!

$药物$清脑益智方$由人参
9 C

$麦冬
#! C

浙贝母
#! C

$黄连
8 C

$石菖蒲
#! C

等组成%由天津

中医药大学附属保康医院提供&恩必普软胶囊$每粒

"

!

# C

"石药集团恩必普药业有限公司"批 号#

##"8"!##

%&清脑益智方浸膏由天津中医药大学制药厂

经水煎醇沉加工为
!""c

的清脑益智方浓缩液"

"

!"

'保存' 恩必普工作液采用花生油将恩必普软胶

囊配制为
9c

的溶液'

%

$主要试剂$

)1?A34 R->C-PL

$美国
(Pa?L13C-P

公司%&逆转录试剂盒$美国
KNN4?-[ W?3@B@L-/@

公

司%&

I3b-1 S<WR `1--P I&R +>@L-1 +?O

$美国

KNN4?-[ W?3@B@L-/@

公司 %&

R6>@-

#

\1-- [[Q!F

$天根生化科技有限公司%&乙二胺四乙酸$

=,)K

"美

国
I13/-C>

公司%&二硫苏糖醇$

,))

"美国
(Pa?L13

#

C-P

公司%&

)=+=,

$德国
S-1a>

公司%&

:"c

丙烯酰

胺$北京索莱宝科技有限公司%&过硫酸铵$

KI

"美国

S?C/>

公司%&

R(IK

裂解液$上海生工生物工程有限

公司%&

=&V

化学发光试剂$美国
`= Q->4LM.>1-

公

司%&

W&K

法蛋白质浓度测定试剂盒$上海生工生物

工程有限公司%&兔抗鼠一抗*羊抗兔二抗$

N

#

I(%J

*

N

#

KDL

"美国
&-44 S?CP>4?PC

公司%&

KPL? 1>00?L @-.3P[

#

>1B >PL?03[B

$美国
&-44 S?CP>4?PC

公司%&硝酸纤维

素膜$美国"

+344?N31-

%&

)X6=V

细胞凋亡检测试剂

盒*抗荧光淬灭封片液*免疫染色固定液*免疫染色洗

涤液$上海碧云天生物技术有限公司%&胎牛血清

$

TWS

" 美 国
QB.43P-

公 司 %& 胰 蛋 白 酶 $美 国

K/-1-@.3

公司%&多聚赖氨酸$美国
S?C/>

公司%&

,+=+GT#!

培养基$美国
QB.43P-

公司%'

:

$主要仪器$酶标仪$

+Z4L?@D>P K@.-PL

%*三

气培养箱$

+F,=V %#%#

%*

&F

!

恒温培养箱$

TFR

#

+K%###

型%均购自美国
)M-1/3

公司&全自动生化

分析仪$

$"!"

"日本日立公司%&超净工作台$

W&+

#

#%""K

"苏州安泰空气技术有限公司%&

6?D3P

倒置相

差显微镜$

)=%""

"

V-?.> [/?4

公司%&倒置荧光显微

镜$

)?

#

X

"日本
6?D3P

公司%&实时荧光定量
I&R

系统

$

KW( ! $%""

型"美国
KNN4?-[ W?3@B@L-/@

公司%&

电泳仪$

,<<

#

##W

"天津泰斯特公司%&多功能成像系

统$

2-1@>,3. 9""" +I

%"

&#""")+

$

)M-1/>4 &B

#

.4-1

%&

SV) SN-.L1> "

酶标仪$

T"%;""%

"澳大利亚
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公司%&冷冻离心机 $

+?.13\ZC- !!R

"美国

W-.D/>P

公司%'

9

$方法

9

!

#

$含药脑脊液的制备$采用随机数字表法将

!"

只大耳白家兔随机分为空白对照组
9

只"清脑益智

方组
#"

只"恩必普组
9

只' 清脑益智方组和恩必普

组灌胃剂量如下 $灌胃剂量均为成人服用量的
#"

倍(

:

)

%#清脑益智方组#

8

!

!9 /V

"每天
!

次&恩必普组#

"

!

# C

"每天
!

次' 连续灌胃
%

天"末次给药后
#

!

9 M

取

脑脊液"然后
% """ 1G/?P

离心
#" /?P

"

"

!

!! #/

滤膜

进行过滤除菌后 "

:"

' 冰箱储存备用'

9

!

!

$神经元原代培养$取怀孕
#8

天的
*?@L>1

大鼠"将之颈椎脱臼处死"

$"c

医用酒精浸泡
% d

9 /?P

"在无菌条件下"取出胚胎大脑皮层"剔除脑膜

及大血管' 将皮质剪碎约
# //

%

# //

%

# //

大

小"加入体积分数
"

!

!9c

胰蛋白酶消化"

%$

'"

9 /?P

'立刻加入含
#"c TWS

的
,+=+GT#!

培养液

终止消化"并将组织完全吹散' 经
$9 #/

筛网过滤"

收集滤液&

7"" 1 G/?P

"离心
#" /?P

"弃上清"收集沉

淀"用含体积分数
#"c TWS

的
,+=+GT#!

培养液重

新悬浮"调整细胞密度
#

%

#"

8

G/V

"接种于预先涂有体

积分数
"

!

"#c

多聚赖氨酸的培养板中'

: M

后"置换

为无血清
,+=+GT#!

培养液$含体积分数
"

!

"! W

#

!$

"

#"" (XG/V

青霉素"

#"" (XG/V

链霉素%' 以后"每

!

天半量换液
#

次'细胞生长至
$

天时"用于实验'

9

!

%

$分组及给药方法$将接种于细胞培养板

$

;8

孔*

8

孔%的神经元细胞
&6&

分组如下#正常对照

组$简称
6&

组%#置换无血清培养液继续培养
:7 M

"

不做
QGR

处理&缺氧复氧组$简称
+&

组%#置换无血

清培养液"将培养板放入体积分数分别为
"

!

;: 6

!

"

"

!

"9 &F

!

"

"

!

"# F

!

的三气培养箱缺氧孵育
!: M

"再

于体积分数分别为
"

!

;9

空气"

"

!

"9 &F

!

条件下复氧

孵育
!: M

&清脑益智方含药脑脊液高剂量组$简称
U6

#

Q

组%#置换含清脑益智方含药脑脊液
#"c

的无血清培

养液&清脑益智方含药脑脊液低剂量组$简称
U6

#

V

组%#置换含清脑益智方含药脑脊液
9c

的无血清培养

液&恩必普组$简称
6WI

组%#置换含恩必普含药脑脊

液
9c

的无血清培养液&之后将
U6

#

Q

*

U6

#

V

*

6WI

组

培养板放入体积分数分别为
"

!

;: 6

!

"

"

!

"9 &F

!

"

"

!

"#

F

!

的三气培养箱缺氧孵育
!: M

"再于体积分数分别为

"

!

;9

空气"

"

!

"9 &F

!

条件下复氧孵育
!: M

'

8

$观察指标及检测方法

8

!

#

$

&6&

活力检测$采用
&&J

#

7

检测"按照

试剂盒说明书操作'

8

!

!

$

&6&

细胞凋亡情况$采用
)X6=V

法' 操

作步骤按上海碧云天生物技术有限公司一步法
)X6=V

细胞凋亡检测试剂盒说明书进行' 计算细胞凋亡率#在

:"

%

#"

高倍镜下每个玻片在左上*左下*右上*右下及

中间随机取
9

个不同视野"计算细胞凋亡率$

c

%

e

$凋

亡细胞数
G

总细胞数% %

#""c

"以反映细胞凋亡程度'

8

!

%

$

N

#

I(%J

*

N

#

KDL

蛋白表达$采用
*-@L-1P

043L

法' 于冰上收集各组细胞"加入蛋白裂解液及

I+ST

"冰上放置
:" /?P

"

:

'下
#! """ 1G/?P

"离心

:" /?P

"取上清'

W1>[\31[

法进行蛋白浓度测定' 取

!" #/

蛋白样品进行
S,S

#

IK`=

电泳"通过电转移将

蛋白印迹到硝酸纤维素膜上"放入封闭液中"

%$

'封闭

# M

"加入对应的
N

#

I(%J

或
N

#

KDL

一抗过夜' 洗膜后"

加入二抗"室温静置
# M

后"洗膜
%

次"进行条带检测'

8

!

:

$基因表达的检测$采用
R)

#

I&R

法' 首先

提取细胞总
R6K

"紫外分光光度法检测
R6K

样品的浓

度及纯度"然后反转录成
.,6K

' 根据
`-P0>PD

数据

库发布的相关基因序列并参考相关文献报道"设计合成

各基因引物和内参的引物' 在
I&R

反应体系中加入引

物和荧光染料"用荧光定量
I&R

仪进行扩增"通过计算

标本的目的基因拷贝数与内参拷贝数的比值来确定各

组目的基因的相对含量"并比较各组间的差异' 引物的

设计采用
I1?/-1=ON1-@@ !

!

"5

$

KW(

%软件"由上海生

工生物技术有限公司合成"检测基因的引物序列见表
#

'

表
#

%引物序列表

基因名称 引物序列 引物长度$

0N

%

I(%J T

#

9

(#

KK&)&)````K)`K&&)``K

#

%

(

!"

R

#

9

(#

K``&``)&K&KK&K&)&&)K

#

%

(

!"

KDL T

#

9

(#

K```))``&)`&K&KKK&`K

#

%

(

!"

R

#

9

(#

`))`))`KK`K`K&K&&`&`

#

%

(

!"

/)FR T

#

9

(#

``&))&)`KK`K)`&)`)&&

#

%

(

!"

R

#

9

(#

`K`))&`KK```&KK`K`)`

#

%

(

!"

`KI,Q T

#

9

(#

K&&K&K`)&&K)`&&K)&K&

#

%

(

!"

R

#

9

(#

)&&K&&K&&&)`))`&)`

#

)K

#

%

(

!"

$

$统计学方法$采用
SISS #$

!

"

软件包进行

数据处理"计量数据用
O

&

@

表示"所有统计检验均采

用双侧检验"若符合正态分布和方差齐性"则采用方差

分析&若不符合正态分布和方差齐性"则采用多个独立

样本的秩和检验'

I Y"

!

"9

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠
&6&

活力比较$表
!

%$与
6&

组

比较"

+&

组
F,

值下降$

I Y "

!

"#

%&与
+&

组比较"

U6

#

Q

*

U6

#

V

*

6WI

组
F,

值均升高' 其中
U6

#

Q

组

的
F,

值差异有统计学意义$

I Y"

!

"#

%'
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表
!

%各组大鼠
&6&

活力比较$$

O

&

@

%

组别
P &6&

$

F,

值%

6& 8 "

)

:;

&

"

)

"#

+& 8

"

)

%;

&

"

)

":

!

6

#

&ST 8 "

)

%;

&

"

)

":

U6

#

Q 8

"

)

:$

&

"

)

"!

"

U6

#

V 8 "

)

:%

&

"

)

"!

6WI 8 "

)

:%

&

"

)

"!

$$注#与
6&

组比较"

!

I Y"

!

"#

&与
+&

组比较"

"

I Y"

!

"#

&

P

为每

组细胞复孔个数

!

$各组大鼠
&6&

凋亡率比较$表
%

%$与
6&

组比较"

+&

组
&6&

凋亡数目明显增多 $

I Y"

!

"#

%'

与
+&

组比较"

U6

#

Q

*

U6

#

V

*

6WI

组
&6&

凋亡数目

明显减少 $

I Y "

!

"#

%&

U6

#

Q

组
&6&

凋亡数目较

6WI

组更少$

I Y"

!

"#

%'

表
%

%各组
&6&

凋亡率比较$$

O

&

@

%

组别
P

凋亡率$

c

%

6& #9 "

)

9%

&

"

)

9!

+& #9

79

)

!"

&

!

)

!$

!

6

#

&ST #9 9!

)

!$

&

#

)

8$

U6

#

Q #9

!8

)

9%

&

#

)

%%

"#

U6

#

V #9

%9

)

""

&

#

)

98

"

6WI #9

%:

)

!"

&

#

)

7!

"

$$注#与
6&

组比较"

!

I Y "

!

"#

&与
+&

组比较 "

"

I Y "

!

"#

&与

6WI

组比较"

#

I Y"

!

"#

&

P

为细胞凋亡检测视野个数

%

$各组
&6& I(%J

*

KDL

*

/)FR

基因表达比较

$表
:

%$与
6&

组比较"

+&

组
I(%J

*

KDL

*

/)FR

基因

表达均显著降低 $

I Y"

!

"9

%&与
+&

组比较"

U6

#

Q

组

I(%J

*

KDL

*

/)FR

基因表达水平均有所提高 $

I Y

"

!

"9

"

I Y"

!

"#

%"

U6

#

V

组
I(%J

*

KDL

基因表达水平差

异亦有统计学意义$

I Y"

!

"#

%'

表
:

%各组
&6& I(%J

*

KDL

*

/)FR

基因表达比较$$

O

&

@

%

组别
P I(%J KDL /)FR

6& 8 #

)

""

&

"

)

#% #

)

""

&

"

)

%# #

)

""

&

"

)

!:

+& 8

"

)

;:

&

"

)

"$

!

"

)

;#

&

"

)

#:

!

"

)

;"

&

"

)

#%

!

6

#

&ST 8 "

)

;9

&

"

)

#8 "

)

;:

&

"

)

#$ "

)

;%

&

"

)

#!

U6

#

Q 8

#

)

#9

&

"

)

#9

""

#

)

#;

&

"

)

#8

""

#

)

#$

&

"

)

!"

"

U6

#

V 8

#

)

#!

&

"

)

#:

""

#

)

#:

&

"

)

##

""

#

)

";

&

"

)

!;

6WI 8 #

)

";

&

"

)

#; #

)

#"

&

"

)

#7 #

)

";

&

"

)

!"

$$注#与
6&

组比较"

!

I Y"

!

"9

&与
+&

组比较"

"

I Y"

!

"9

"

""

I Y

"

!

"#

&

P

为
R)

#

I&R

检测所取复孔个数

:

$各组
&6& I

#

N(%J

*

N

#

KDL

蛋白表达比较$图

#

*

!

"表
9

%$与
6&

组比较"

+&

组
N

#

I(%J

*

N

#

KDL

蛋

白表达升高$

I Y"

!

"9

%"与
+&

组比较"

U6

#

Q

*

U6

#

V

*

6WI

组
N

#

I(%J

蛋白表达水平明显升高$

I Y"

!

"9

%'

U6

#

Q

*

U6

#

V

组及
6WI

组
N

#

KDL

蛋白表达差异无统

计学意义$

I f"

!

"9

%'

$$注#

#

为
6&

组&

!

为
+&

组&

%

为
6

#

&ST

组&

:

为
U6

#

Q

组&

9

为
U6

#

V

组&

8

为
6WI

组&图
!

同

图
#

%各组神经元
N

#

I(%J

蛋白表达电泳图

图
!

%各组神经元
N

#

KDL

蛋白表达电泳图

表
9

%各组神经元
N

#

I(%J

*

N

#

KDL

蛋白相对

表达量比较$$

O

&

@

%

组别
P N

#

I(%J N

#

KDL

6& % "

)

89!

&

"

)

"89 "

)

8%;

&

"

)

"97

+& %

#

)

""8

&

"

)

"%$

!

"

)

$"7

&

"

)

"%;

!

6

#

&ST % #

)

"#!

&

"

)

#"9 "

)

7##

&

"

)

#8!

U6

#

Q %

#

)

!99

&

"

)

"%7

"

#

)

#9$

&

"

)

#;7

U6

#

V %

#

)

!%#

&

"

)

#%;

"

#

)

#8"

&

"

)

#7#

6WI %

#

)

!%;

&

"

)

"%$

"

#

)

#9;

&

"

)

#7#

$$注#与
6&

组比较"

!

I Y "

!

"9

&与
+&

组比较"

"

I Y "

!

"9

&

P

为

*-@L-1P 043L

所取复孔个数

讨$$论

2,

是一种慢性进行性疾病"以认知*记忆*言语*

情感*性格*动作等方面的精神减退或消失为主要表

现"其障碍并非一过性而是慢性持续性"并影响职业*

日常生活*社会活动的状态'

2,

常见的危险因素包

括卒中复发*高血压*糖尿病*高血脂*肥胖*吸烟*高盐

饮食等' 西医目前尚无肯定的治疗方法和药物可以改

善
2,

的整个病程'

中医学认为
2,

多因年老体衰"肾精亏虚"痰瘀阻

络而导致髓海空虚"神机失用"治疗多从痰*瘀*虚论治"

或补肾填精"或活血通络"或化痰开窍"或益气养阴"或

加减用之"或兼而用之"临床多获良效' 王永炎院士提

出了+浊毒损伤脑络,的病机理论"认为年迈之人"脏腑

渐虚"髓海渐衰"水津失布"痰瘀内生互结"郁蒸腐化"浊

毒化生"败坏形体"络脉结滞"脑络痹阻"神机失用而发

为脑病(

9

)

' 张伯礼院士根据前人关于
2,

的相关理论

及自己多年的临床实践经验"筛选出了黄连*丹参*人

参*麦冬*石菖蒲等中药"组成具有开窍益智*清脑化毒*

醒神降浊*祛痰通络作用的清脑益智方(

8

)

' 本课题前期

的研究结果表明清脑益智方具有改善
2,

患者记忆力*

提高认知能力*对调节脑血流状态和血液流变性有良好

的作用"并能起到恢复异常的行为学等作用(

8

"

$

)

' 并能
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够抑制
'KJ!GS)K)%

活化"提高神经干细胞的分化(

7

)

"

促进缺氧复氧皮层神经元细胞突触重塑(

:

)

'

近年来的研究表明
I(%JGKDL

信号转导途径是重

要的细胞存活信号通路"对脑缺血神经细胞凋亡起重

要的调控作用(

;

)

' 是细胞代谢和抗凋亡的重要转导

途径' 脑卒中后的缺血
G

再灌注诱导的损伤可导致炎

性反应"可进一步触发信号通路激活而最终导致细胞

凋亡或坏死' 大量研究证实"

I(%JGKDL

信号通路参与

了脑缺血神经细胞凋亡(

#"

"

#!

)

'

KDL

是
I(%J

信号通

路中的重要激酶"因其活性区与蛋白激酶
&

和蛋白激

酶
K

有高度同源性" 故也被称为蛋白激酶
W

"其上游

信号分子磷酸肌醇依赖性蛋白激酶" 整合素连接激酶

可增进其活性" 而磷酸酶
I)=6

则抑制其活性'

KDL

通过
S-1:$%

残基磷酸化而激活" 激活后的
KDL

可磷

酸化下游蛋白" 如
W>[

*

`SJ%

*

&>@N>@-

#

;

等底物或

活化
6T

#

$W

等抗凋亡蛋白而发挥抑制凋亡作用"对脑

缺血缺氧后线粒体凋亡机制亦有调控作用(

#%

"

#8

)

' 此

外"

KDL

激活可显著增加脑缺血诱导的神经发生"促

进新生神经细胞的迁移和存活(

#$

)

'

I(%JGKDL

等信号

系统调控
/)FR

的活性"而
/)FR

则调控低氧诱导

因子 $

MBN3O?> ?P[Z.?04- \>.L31

"

Q(T

% 等分子表

达(

#7

)

'

Q(T#

对细胞的增生*存活和凋亡有重要影响"

能影响
W.4!

等蛋白的表达(

#;

)

'

本实验研究结果表明"清脑益智方含药脑脊液发

挥的提高
QGR &6&

细胞活力*抗
QGR &6&

细胞凋亡

的作用可能与
I(%J

#

KDL

信号转导通路的调节有关'

清脑益智方通过促进
I(%J

*

KDL

的磷酸化激活
I(%J

#

KDL

信号转导通路"发挥提高
QGR &6&

细胞活力*抗

QGR &6&

细胞凋亡的作用'
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