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!基础研究!

冬虫夏草对肾缺血 "再灌注损伤大鼠血清和肺泡
*3:

#

!

'

)K

#

#"

以及肾和肺组织水通道蛋白
#

表达的影响

黄仁发#

$李贺生#

$梁群卿!

$黄国东#

$向少伟#

$马晓露#

$胡$维#

$龙$韵#

$吴金玉&

摘要$目的$观察冬虫夏草对肾缺血再灌注损伤"

)JL

#大鼠血清和肺泡
*3:

#

!

和
)K

#

#"

$肾和肺组织水

通道蛋白
#

"

;MN

#

#

#表达的影响% 方法$

9H

大鼠随机分为假手术组"

9O@?

组#$缺血"再灌注组"

)JL

组#

和低剂量冬虫夏草"

'9#

#组和高剂量冬虫夏草"

'9!

#组
4

组&每组
#6

只% 采用摘除右肾夹闭左肾蒂

5" ?AD

的方法建立
)JL

大鼠模型&

9O@?

组和
)JL

组大鼠再灌注后灌服生理盐水"

! ?KJP

#'

'9#

和
'9!

组再灌注后分别灌服冬虫夏草提取液"

6 QJRQ

!

P

#和 "

#" QJRQ

!

P

#&

S>

染色观察各组大鼠肾脏和肺脏病

理&酶联免疫吸附法检测血清血清和肺泡
*3:

#

!

和
)K

#

#"

水平&免疫组织化学法和免疫印迹法检测肾和肺组

织
;MN

#

#

表达% 结果$

9O@?

组肾小球$肾小管以及肺组织结构基本正常&而
)JL

组大鼠可见肾小管坏死$

肺间质炎症和肺水肿等改变% 与
9O@?

组再灌注后
!4

$

4$

$

%! O

各相同时间点相比较&

)JL

组肾和肺组织半

定量评分$血清
*3:

#

!

和
)K

#

#"

水平增高&肾和肺组织
;MN

#

#

表达均下调"

N T"

!

"#

#'与
)JL

组再灌注后

!4

$

4$

$

%! O

各相同时间点比较&

'9#

和
'9!

组大鼠肾小管和肺组织病理改善&肾和肺组织半定量评分$血

清
*3:

#

!

和
)K

#

#"

水平降低&肾和肺组织
;MN

#

#

蛋白的表达均上调"

N T"

!

"6

&

N T"

!

"#

#%结论$肾
)JL

可

诱发急性肺损伤&其机制可能与炎症及肾和肺组织
;MN

#

#

蛋白下调有关'冬虫夏草对肾
)JL

导致的肾和肺

发挥保护作用&其机制可能与抗炎及上调肾和肺组织
;MN

#

#

蛋白有关%

关键词$肾缺血#再灌注损伤' 急性肺损伤' 炎症反应' 水通道蛋白#

#

' 冬虫夏草
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"
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XW1V=AD AD VO= RAPD=/ @DP .-DQ VAFF-=F 1U W@VF BAVO W=D@. AFGO=?A@JW=X=WU-FA1D

$

)J

L

%

ADC-W/ 2,=VO1PF

#

9H W@VF B=W= W@DP1?./ PAZAP=P ADV1 U1-W QW1-XF

#

9O@? QW1-X

"
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$
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@DP )JL QW1-XF W=G=AZ=P ! ?K D1W?@. F@.AD= `/ ADVW@Q@FVWAG @P?ADAFVW@VA1D X=W P@/2 *O= W@VF AD VO= '9# @DP

'9! QW1-X W=G=AZ=P W=FX=GVAZ=./ '9

$

6 QJRQ

$

#

%

1W

$

#" QJRQ

$

#

%

`/ ADVW@Q@FVWAG @P?ADAFVW@VA1D X=W P@/2
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!@DP )K

#

#"AD VO= `1VO F=W-? @DP `W1DGO1@.Z=1.@W .@Z@Q= U.-AP B=W= V=FV=P `/ =Da/?= .ADR=P A?

#

?-D1F1W`=DV @FF@/2 ;DP VO= XW1V=AD =[XW=FFA1DF 1U ;MN

#

# AD VO= RAPD=/ @DP VO= .-DQ B=W= P=V=GV=P `/

A??-D1OAFV1GO=?AFVW/ @DP +=FV=WD `.1V2 L=F-.VF

#

*O= FVW-GV-W=F 1U Q.1?=W-.@W

"

W=D@. V-`-.=

"

@DP .-DQ

B=W= `@FAG@../ D1W?@. AD VO= 9O@? QW1-X2 L=D@. V-`-.@W D=GW1FAF

"

X-.?1D@W/ ADV=WFVAVA@. ADU.@??@VA1D

"

@DP

X-.?1D@W/ =P=?@ 1GG-WW=P AD VO= )JL QW1-X2 9=?A

#

\-@DVAV@VAZ= FG1WADQF 1U V-`-.1ADV=WFVAVA@. @DP X-.?1D@W/

VAFF-=F

"

VO= F=W-? .=Z=.F 1U *3:

#

!@DP )K

#

#"B=W= FAQDAUAG@DV./ ADGW=@F=P

"

=[XW=FFA1DF 1U ;MN

#

# XW1V=AD

AD VO= RAPD=/ @DP .-DQ VAFF-=F B=W= P1BD

#

W=Q-.@V=P

$

N T"

&

"#
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BAVO FV@VAFVAG@. FAQDAUAG@DG= `=VB==D VO=

9O@? QW1-X @DP VO= )JL QW1-X @V !4

"

4$

"

@DP %! O @UV=W W=X=WU-FA1D

$

N T"

&

"#

%

2 *O= X@VO1.1QAG@. GO@DQ=F

1U W=D@. V-`-.=F @DP .-DQ VAFF-= B=W= @?=.A1W@V=P

"

F=?A

#

\-@DVAV@VAZ= FG1WADQF 1U V-`-.1ADV=WFVAVA@. @DP X-.

#

?1D@W/ VAFF-=F

"

VO= F=W-? .=Z=.F 1U *3:

#

!@DP )K

#

#"B=W= FAQDAUAG@DV./ P=GW=@F=P

"

=[XW=FFA1DF 1U ;MN

#

# XW1V=AD AD VO= RAPD=/ @DP .-DQ VAFF-=F B=W= -X

#

W=Q-.@V=P

$

N T"

&

"6
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N T "

&

"#
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BAVO FV@VAFVAG@. FAQDAUA

#

G@DG= `=VB==D '9#J'9! QW1-X @DP VO= )JL QW1-X @V !4

"
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"

@DP %! O @UV=W W=X=WU-FA1D

$

N T"

&

"#

%

2 '1DG.-

#

FA1DF

#

L=D@. )JL ?AQOV ADP-G= @G-V= .-DQ ADC-W/

"

@DP AVF ?=GO@DAF? ?AQOV `= @FF1GA@V=P BAVO ADU.@??@

#

VA1D @DP P1BD

#

W=Q-.@V=P ;MN

#

# =[XW=FFA1DF AD W=D@. @DP .-DQ VAFF-=F2 '9 G1-.P X.@/ XW1V=GVAZ= W1.=F AD )JL

ADP-G=P @G-V= .-DQ ADC-W/ X1FFA`./ VOW1-QO @DVA

#

ADU.@??@VA1D @DP -X

#

W=Q-.@VADQ XW1V=AD =[XW=FFA1D 1U @\-@

#

X1WAD

#

# AD W=D@. @DP .-DQ VAFF-=F2

]>_+ILH9

#

W=D@. AFGO=?A@JW=X=WU-FA1D ADC-W/

&

@G-V= .-DQ ADC-W/

&

ADU.@??@VA1D W=@GVA1D

&

@\-@X1WAD

#

#

&

'1WP/G=XF 9AD=DFAF

$$尽管有关急性肾损伤 $

@G-V= RAPD=/ ADC-W/

"

;])

%的研究取得了一些进展"但临床上
;])

合并急性

肺损伤$

@G-V= .-DQ ADC-W/

"

;K)

%时"患者死亡率仍高

达
$"b

以上"表明
;K)

的发生可能是影响
;])

预后的

关键(

#

)

* 研究表明"炎症和凋亡不仅是
;])

"同样也是

;])

诱发
;K)

的最关键病理生理机制(

!

)

* 笔者前期

的研究已经证实了肾缺血 "再灌注损伤$

W=D@. AF

#

GO=?A@ W=X=WU-FA1D ADC-W/

"

L)L)

%可诱导肾小管上

皮细胞转化为炎症细胞"参与
;])

的发生发展(

&

)

*

;])

的一个重要症状是尿量的改变"而
;K)

最基本的

病理改变是肺水肿"二者的发生均与水的代谢及转运

有关(

4

"

6

)

* 水通道蛋白
#

$

@\-@X1WAD

#

#

"

;MN

#

#

%是

跨膜多次的孔径蛋白"在肾小管和肺泡均属于高表达"

主要生理功能是介导水分子在肾小管和肺泡的跨膜双

向运输"影响原尿生成以及肺泡和毛细血管之间液体

的交换(

5

)

* 已有研究表明
L)L)

时肾小管
;MN

#

#

表达

减少"不仅影响
;])

时尿量的改变"而且有可能对肾

小管有保护作用(

%

)

* 而
;K)

出现肺水肿时"肺组织

;MN

#

#

的表达同样减少(

$

)

* 本研究观察了
L)L)

时血

清和肺泡
*3:

#

!

和
)K

#

#"

水平'肾和肺组织水通道蛋

白
#

表达的动态变化以及冬虫夏草对其的影响"以明

确
L)L)

导致远隔器官损伤可能的机制及冬虫夏草肾

保护作用的靶点*

材料与方法

#

$动物$健康雄性清洁级
9H

大鼠
56

只"体重

$

!!"

%

&6

%

Q

"购自上海斯莱克景达实验动物有限公

司"动物合格证号为
"!&4"<<

"

9'8]

$沪%

!"#6

"

"""&

"在广西中医药大学实验动物中心饲养"人工

#! O

昼
J

夜照明' 室温
#$ c !6

&' 相对湿度为

6"b c5"b

*

!

$主要的仪器和试剂$

Y8

#

6"

生物光学显微

镜'台式高速冷冻离心机$湖南湘仪离心机仪器有限

公司%&电子天平$苏测电子科技有限公司"

9'

#

;'

#

#!"";9

型%'

*3:

#

!>K)9; RAV

和
)K

#

#">K)9; RAV

$博士德生物有限公司%&

;MN

#

#

多克隆抗体$博奥森

生物技术有限公司"货号#

Y;"54$

%"兔免疫组织化学

]AV

$北京中杉金桥生物技术有限公司"货号#

N05""#

"

批号#

]#5%%!!Y

%* 虫 草 菌 粉 提 取 液 $浓 度 为

!"" QJK

%由杭州中美华东有限制药公司惠赠*

&

$动物模型的制备$

9H

大鼠均用
#"b

水合氯

醛溶液$

&

!

6 ?KJRQ

%腹腔注射麻醉* 按照课题组前期

文献报道(

&

)

"切除大鼠右肾"夹闭左肾蒂
5" ?AD

后恢

复再灌注的方法建立大鼠
L)L)

模型
2

* 假手术组切除

右肾后"分离左肾蒂但不夹闭*

4

$动物分组及给药$将大鼠随机分成以下
4

组#

假手术组$

9O@?

组"

#6

只%'缺血 "再灌注组 $

)JL

组"

#6

只%'冬虫夏草低剂量组$

'9#

组"

#6

只%'冬虫

夏草高剂量组$

'9!

组"

#6

只%* 其中
9O@?

组和
)JL

组在术前
!4 O

及恢复灌注后均予以生理盐水每只

! ?KJP

灌胃"

'9#

组和
'9!

组在术前
!4 O

及恢复灌

注后分别予以虫草菌粉提取液
6 QJ

$

RQ

!

P

% 和
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#" QJ

$

RQ

!

P

%灌胃$按照成人和大鼠
#

'

6"

的剂量%&

每组在
!4

'

4$

'

%! O &

个时间点分别处死
6

只大鼠"腹

主动脉采集血液'左肾和肺组织标本待检*

6

$检测指标及检测方法

6

!

#

$各组大鼠血尿素氮 $

Y^3

%和血清肌酐

$

9GW

% 水平检测$血液标本离心"

# 6"" W J?AD

"

#" ?AD

*按照标准程序用全自动生化仪检测各组大鼠

Y^3

和
9GW

水平*

6

!

!

$各组大鼠肾脏和肺组织的病理改变$取左

侧肾脏和肺组织置于
#"b

甲醛中固定"将标本按照脱

水'石蜡包埋'切片'脱蜡等步骤行
S>

染色"每张切片

在光学显微镜下取
#"

个视野"作肾小管间质半定量

分析(

<

)

#无病变为
"

分&

!#"b

为
#

分&

##b

(

!6b

为

!

分&

!5b

(

46b

为
&

分&

45b

(

%6b

为
4

分&

d%6b

为
6

分* 按照既往文献报道的方法进行肺组织病理半

定量评分(

#"

)

"评分标准如下#对$

#

%肺出血'$

!

%肺泡

充血'$

&

%肺泡壁增厚和$或%透明膜形成四项指标'

$

4

%肺泡腔或血管壁有中性粒细胞浸润"分别根据病

变的轻重程度按照
"

(

4

分进行评分$无病变或非常

轻微病变为
"

分&中度病变为
#

分&重度病变为
&

分&

极重度病变为
4

分%"总分为
#5

分* 上述四项评定分

数总和则为
;K)

的总评分*

6

!

&

$肺湿
J

干重比$

+JH

%$将肺标本置于
$"

&

烤箱烤
4$ O

后再称干重量"计算并记录大鼠肺组织

湿
J

干重比值$

+JH

%*

6

!

4

$酶联免疫吸附法$

>K)9;

%检测各组大鼠血

清和肺泡灌洗液的
*3:

#

!

和
)K

#

#"

水平$取各组
9H

大鼠血清和肺泡灌洗液"以
& """ W J?AD

速度离心

#6 ?AD

" 再取标本上清液 "

$"

&冻存* 严格按照上

述
>K)9; RAV

盒说明书步骤检测各组大鼠血清和肺泡

灌洗液的
*3:

#

!

和
)K

#

#"

水平*
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$免疫组织化学法检测各组大鼠左肾和肺组

织
;MN

#

#

的表达$取各组
9H

大鼠左肾组织和肺组

织"

#"b

甲醛固定"经脱水'透明'浸蜡'包埋"然后制

作厚
4 #?

的切片"经脱蜡"酒精梯度复水"

&b S

!

I

!

&%

&灭活内源性过氧化物酶"严格按照上述免疫组织

化学
RAV

盒说明书步骤"检测各组各组大鼠左肾和肺

组织
;MN

#

#

表达*
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!
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$

+=FV=WD `.1V

法检测各组大鼠肾脏和肺组

织
;MN

#

#

表达$收集左肾和肺组织"提取蛋白质"

Y';

法检测蛋白浓度* 按
+=FV=WD `.1V

步骤进行电

泳'转膜"进行
;MN

#

#

多克隆抗体$

#

'

!6"

%'

7;NHS

多克隆抗体$

#

'

#" """

%的免疫检测"检测左肾和肺组

织光密度值$

IH

%值"用
7;NHS

蛋白作为内参照"计

算
IH目的蛋白 JIH

7;NHS

比值分析左肾和肺
;MN

#

#

蛋白

相对表达水平*
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$统计学方法$采用
9N99 #6

!

"

软件进行统

计学分析* 对数据进行单因素方差分析* 计量资料以

[

%

F

表示"如数据方差为齐性"多组间用
K9H

多重比

较"如方差不齐"则采用非参数检验进行统计分析*

N T"

!
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为差异有统计学意义*
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$各组大鼠
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各时间点比较"
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$各组大鼠肾脏病理的改变$图
#

"表
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%$

9O@?

组大鼠肾小管间质均未见明显病变&

)JL

组大鼠在
L)L)

后"肾小管可见小管扩张'管腔内管型形成'刷状缘丢

失'炎症细胞浸润等肾小管坏死改变&经不同剂量
'9

处理后"肾小管坏死改变变轻"管腔内容物较模型组明

显减少"炎症细胞浸润较
)JL

组明显减轻"

'9!

组改善

更明显* 半定量评分结果表明"

)JL

组
!4

'

4$

'

%! O

与

9O@?

组同期比较"评分升高$
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%* 与
)JL
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期比较"
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'
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分组间比较差异无统计学意义$
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$各组大鼠肺组织病理改变$图
!

"表
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S>

染色结果显示#

9O@?

组肺组织结构正常"但支气管血

管周边可见少量炎细胞浸润* 而
)JL

组大鼠肺组织在

再灌注后出现气管上皮细胞变性坏死"并伴有轻度炎
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处理后"
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组
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%! O
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'9

处理后"大鼠肺间质
;MN

#
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本研究结果表明"

L)L)

后"大鼠血清
Y^3

和
9GW

水平升高"肾组织出现肾小管坏死的病理改变"提示

L)L)

诱导的
;])

模型建立成功* 进一步的研究发现"

L)L)

可诱导大鼠血清
*3:

#

!

'

)K

#

#"

水平显著升高"且

*3:

#

!

'

)K

#

#"

水平升高趋势以及高峰与
Y^3

和
9GW

保持一致"提示
*3:

#

!

'

)K

#

#"

可能与参与了
;])

过

程* 已有研究证实"

*3:

#

!

'

)K

#

#"

作为代表性的炎症

介质"参与了
;])

的发生发展(

##

)

* 因此"本研究再次

证实炎症参与了
;])

的发生发展* 本研究病理结果

显示"

L)L)

后大鼠肺组织可见炎细胞浸润'肺间质水

肿和肺泡出血"肺组织的湿干重比值较
9O@?

组上

升* 研究表明"

;])

诱导的
;K)

病理性变化主要包括#

进行性加重的肺水肿'肺泡腔和肺间质的炎症细胞浸

润和急性炎症反应'肺泡上皮细胞和肺微血管内皮细

胞屏障功能丧失(

#!

)

* 因此"本研究证实了
;])

诱导

;K)

的发生* 进一步的研究显示"

L)L)

后大鼠肺泡灌

洗液的
*3:

#

!

'

)K

#

#"

水平显著升高"提示
L)L)

诱导

产生
*3:

#

!

'

)K

#

#"

等炎症因子可进入血液循环"血液

循环中增多的炎症因子"继而可随血流到达肺组织*

众所周知"肺是一个毛细血管网很丰富的器官"而且对

炎症的损伤极其敏感"这些炎症因子势必导致肺血管

的内皮细胞和肺泡上皮细胞障碍"最终引起肺的炎症

发生和渗透性增加(

#&

)

* 国内的研究也提示肾
)L)

可

以诱发
;K)

"全身和肺组织局部的炎症因子表达明显

升高"可能参与了肾
)L)

相关的肺损伤(

#4

)

* 以上的结

果表明"炎症是
;])

导致
;K)

发生重要的病理生理

机制*

;MN

#

#

属于水通道蛋白家族之一"其主要生理功

能是参与水的重吸收'分泌以及细胞内外水分平衡的

调节(

#6

)

* 有研究表明"

;MN

#

#

不仅参与了肾小管的

发育(

#6

)

"而且
;])

时肾小管的
;MN

#

#

的表达显著减

少"通过药物上调肾小管
;MN

#

#

的表达"可以减少肾

小管上皮细胞的凋亡"提示
;MN

#

#

参与了
;])

的发

生"甚至可能是
L)L)

的生物标记物(

#5

)

* 本研究发现"

L)L)

后肾和肺组织组织
;MN

#

#

蛋白表达均下调"而

肺组织
;MN

#

#

的表达在再灌注后
%! O

表达最低"这

与肺水肿的高峰相一致"提示
;MN

#

#

的低表达可能与

肺水肿相关* 有研究证实
)K

#

#"

'

*3:

#

!

可以下调肺

组织
;MN#

的表达(

#%

)

"因此我们推测
L)L)

可诱导

*3:

#

!

'

)K

#

#"

水平升高"而升高的这些炎症因子再抑

制了
;MN

#

#

在肾和肺组织的表达*

冬虫夏草是我国名贵的中草药"目前其人工培植

的虫草菌粉制剂如百令胶囊广泛应用于临床治疗各种

肾脏疾病"疗效确切* 本研究结果表明"冬虫夏草能够

降低血清
Y^3

和
9GW

水平"改善肾脏病理"降低肾组

织半定量评分"在体内证实了冬虫夏草的肾保护作用"

这与我们既往的研究结果相一致(

#$

)

* 本研究还发现"

冬虫夏草能降低肺的湿干重比值"减少肺组织的半定

量评分"提示冬虫夏草能减轻肺组织的炎症和肺水肿"

对
;])

诱导的
;K)

时的肺均起到保护作用* 进一步

的研究发现"冬虫夏草不仅可以降低血清和肺泡的早

期炎症介质
*3:

#

!

'

)K

#

#"

的水平"而且还可以上调肾

小管和肺组织的
;MN

#

#

的表达"提示冬虫夏草的肾肺

保护作用机制可能与拮抗
*3:

#

!

'

)K

#

#"

等诱发的炎

症级联反应的启动"继而影响了肾和肺的
;MN

#

#

的表

达"通过改善肾小管的损伤'肺组织的炎症及肺水肿有

关* 但肾和肺损伤
@GW1FF

#

V@.RADQ

发生的信号机制

是什么"冬虫夏草肾肺保护作用的信号靶点是什么"尚

需进一步研究*
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&(中国结合医学杂志)#影响因子为
#

!

&45

&较上年提高
!"b

&连续第六年影响因子

保持在
#

以上%
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创办于
#<<6

年&
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年被
9')

收录% 杂志由中国中医科

学院和中国中西医结合学会主办&国家中医药管理局主管&主编为陈可冀院士% 编委会由国内外
#!!

名专

家组成&其中两院院士
##

名&大陆以外编委
%6

名&占比为
5!b

&充分显示了国际化办刊理念% 在此&我们

向广大期刊编委$审稿专家$作者和读者以及长期关注和支持我刊发展的各界人士表示诚挚感谢*

期刊
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年接受中国科协英文期刊国际影响力提升计划
'

类资助%
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年被中国

知网评选为最具国际影响力学术期刊之一% 期刊也是国际出版伦理委员会
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# 成员'采用
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系统实现所有来稿网上投稿%

期刊以创办国际化期刊为目标&不断促进结合医学发展为己任&欢迎大家积极向我刊投稿$赐稿% 在

今后的工作中&我们将力争为广大读者$作者提供更好服务*


