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K&_H

$京%

!""$

"

"""3

*

本实验通过北京中医药大学医学实验动物伦理委员会

审查$

,-/H'

#

B*

#

#2

#

!"#%"4"%

#

"%

%*

!

$药物$虎杖苷购于中国食品药品检定研究院"

批号#

###535

"

!""5"!

* 缬沙坦胶囊#

2" 9?D

粒"批

号#

_!%43

"由北京诺华制药有限公司提供* 高脂饲料

配方
#

#蛋白质
#"a

"葡萄糖
#"a

"脂肪
#"a

"

3"a

全

价营养颗粒饲料* 高脂饲料配方
!

#葡萄糖
4a

"猪油

!"a

"酪蛋白
2a

"蛋黄粉
#%a

"

5%a

基础饲料* 两种

配方高脂饲料购自北京华阜康实验动物技术有限公

司"许可证号
K&_H

$京%

!""$

"

"""2

* 普通饲料"购

自北京科澳协力饲料有限公司*

%

$主要试剂与仪器$兔抗
F+GH!#

抗体"美国

FX@:9

"货号#

:X%!"63

&

)S;<-1

提取
J,F

试剂"

(>

#

.;RS-?7>

公司生产"货号#

44""3

&

C>7 KR7V K^NJ

J)

#

G&J H;R

"

):O:S:

公司生产" 货号#

NH#6"#

&

[FGBZ

'目标基因上下游引物"美国
(>.;RS-?7>

$上

海%英骏生物技术有限公司合成&

+&G

#

# 8I(KF

试剂

盒"美国
7N;-Q@;7>@7

公司生产"货号#

2!$!""#"

&

(I

#

#2 8I(KF

试剂盒"美国
7N;-Q@;7>@7

公司生产"货

号#

23%$5"#2

* 高速冷冻离心机#中科中佳公司生产*

FVV1;7P N;-QMQR79Q35""

型定量
G&J

仪#美国应用

生物系统$

FN(

%公司生产*

)&

#

$4D[DZ

$

X

%梯度
G&J

仪#博日科技有限公司生产* 紫外分光光度计
`0

#

!"""

#尤尼柯$上海%仪器有限公司生产*

B^^

#

#"&

电泳仪#北京六一仪器厂生产*

'^

#

!^#

转膜仪#北京

君意东方电泳设备有限公司生产*

6

$造模及动物分组$实验前所有小鼠适应性饲

养
!

周后"

HH

#

FM

小鼠交替予配方
#

高脂饲料饲养

%

天"配方
!

高脂饲料饲养
%

天"普通饲料饲养
%

天"

诱导
%

周制备
B,

模型*

%

周后检测小鼠空腹血糖

$

LN[

%

!#%

!

$ 99-1DI

"

!6 =

尿蛋白$

!6 = `VS

%高于正

常组"视为
B,

模型诱导成功(

2

)

*

%"

只
HH

#

FM

小鼠均

造模成功"成模率为
#""a

* 将造模成功小鼠随机分为模

型组"阳性药组"

GB

高'中'低剂量组"每组
4

只"以
4

只

雄性
&53NID4'

小鼠设为正常组*

5

$干预方法$正常组及模型组予去离子水

#" 9ID

$

O?

!

P

% 灌 胃* 阳 性 药 组 予 缬 沙 坦

#%

!

%% 9?D

$

O?

!

P

%灌胃$相当于临床成人剂量的
#"

倍%*

GB

高'中'低剂量组分别予
GB #%

!

%%

'

4

!

43

'

%

!

%% 9?D

$

O?

!

P

%剂量灌胃$相当于临床成人剂量的

!"

'

#"

'

5

倍%* 各组小鼠每日灌胃
#

次"连续
#!

周*

4

$标本采集$干预治疗
#!

周后"各组小鼠乙醚

麻醉"摘除眼球取血后处死&血液标本
% """ SD9;>

"

#5 9;>

离心提取血清" "

2"

&冰箱保存备
+&G

#

#

'

(I

#

#2 8I(KF

检测&取
#D!

左肾置于
#"a

中性福尔马林缓

冲液固定"供
Z8

'

GFK

染色及免疫组化检测&另
#D!

左

肾置于
6a

多聚甲醛"备电镜检测&摘取右肾迅速液氮冻

存""

2"

&保存"

#D !

备
J)

#

G&J

技术测定肾组织中

F+GH!#

'

)IJ6

'

(I

#

#2

'

+&G

#

# 9J,F

表达水平"

#D!

备
*7QR7S> N1-R

技术测定
F+GH!#

蛋白表达水平*

3

$检测指标及方法

3

!

#

$各组小鼠肾组织
F+GH!#

'

)IJ6

'

(I

#

#2

'

+&G

#

# 9J,F

转录水平检测$采用
J)

#

G&J

技术

检测* 使用
)S;<-1

提取小鼠肾组织中总
J,F

后"进行

逆转录反应合成
@B,F

"以此为模板"

[FGBZ

为内参"

用表
#

中引物进行
G&J

扩增"条件为#

6!

&灭活

5 9;>

"

$5

&变性
#" Q

'退火
5 Q

"

4"

&延伸
%6 Q

"共
6"

个循环* 反应结束后利用
KBK

$

K7c\7>@7 B7R7@R;->

KMQR79

%软件分析
G&J

过程各检测样本
&R

$

R=S7Q=

#

-1P -U @M@17

%值* 引物设计与合成情况见表
#

*

表
#

%引物设计及合成情况

引物名称 引物序列
引物长度

$

XV

%

F+GH!# L

#

5

'#

)[))&F))[)[[[&)&)[F&F)

#

%

'

#5"

J

#

5

'#

)&)FFF)&F[[))F&)&)[[[&FF

#

%

'

)IJ6 L

#

5

'#

F&F&[[[F[[[))[FF[F[[

#

%

'

!%"

J

#

5

'#

F[FF)&)[&)[[FF[F[&&[

#

%

'

(I

#

#2 L

#

5

'#

F)[F&))&&FF[&)[[&&[)[

#

%

'

%""

J

#

5

'#

))F)[FF))&)&F[&&&)&))&FFFFF&))&)&

#

%

'

+&G

#

# L

#

5

'#

&[[&)[[F[FF&)F&FF[

#

%

'

#$%

J

#

5

'#

)&)[[F&&&F))&&))F)

#

%

'

[FGBZ L

#

5

'#

&&&F)&)F)[F[[[))F&[&

#

%

'

#5"

J

#

5

'#

)))FF)[)&F&[&F&[F)))&

#

%

'

3

!

!

$各组小鼠肾组织
F+GH!#

蛋白表达水平

检测

3

!

!

!

#

$采用
*7QR7S> N1-R

技术检测$称取肾



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./ !"#$

"

0-1/ %$

"

,-

!

##

!!"$!%!

组织约
%" 9?

"提取并测定蛋白浓度"上样"电泳"转

膜"用封闭液按
#

(

# """

比例稀释一抗"

6

&孵育过

夜&次日
)NK)

洗
%

次"每次
#" 9;>

&用封闭液按照

#

(

5 """

比例稀释
ZJG

标记的二抗"孵育
! =

"

)NK)

洗
%

次"每次
#" 9;>

&使用
8&I

化学发光显色液曝

光* 运用凝胶图像分析系统扫描蛋白杂交条带"

?71

#

VS-

软件对图像进行灰度分析* 蛋白相对含量
d

目的

蛋白灰度
DF@R;>

灰度*

3

!

!

!

!

$采用免疫组化技术检测$小鼠肾组织固定

后脱水"石蜡切片脱蜡'水化"

%aZ

!

C

!

封闭"抗原修复"

山羊血清封闭一抗"滴加二抗"室温孵育"滴加试剂

KFN&

后
BFN

显色"脱水'透明'封片'镜检* 用自动光

学照相生物显微镜拍照"以胞浆内棕黄色颗粒为阳性"使

用
(GG 4

!

"

真彩色图像分析系统"测定免疫组化切片
%

个

视野内阳性表达区平均积分光密度值"结果取均值*

3

!

%

$各组小鼠血清
(I

#

#2

'

+&G

#

#

蛋白表达水平

检测$采用
8I(KF

检测* 取出"

2"

&保存的血清样

本"于
6

&冰箱内解冻* 严格按照
8I(KF

试剂盒说明

书进行操作*

2

$统计学方法$采用
KGKK !"/ "

进行数据分

析" 计 量 数 据 以
]

%

Q

表 示" 多 组 间 比 较 采 用

C>7

#

*:M F,C0F

分析"方差齐时"各组间两两比较

采用
IKB

检验"方差不齐时"则采用
):9=:>@7

'

Q )!

检验"数据不符合正态分布则采用非参数检验*

G T

"

!

"5

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组小鼠肾组织
F+GH!#

'

)IJ6

'

(I

#

#2

'

+&G

#

# 9J,F

转录水平比较$表
!

%$与正常组比

较"模型组小鼠
F+GH!# 9J,F

转录水平下调$

G T

"

!

"#

%"

)IJ6

'

(I

#

#2

'

+&G

#

# 9J,F

转录水平上调

$

G T "

!

"#

%&与模型组比较"各治疗组
F+GH!#

9J,F

转录水平上调$

G T "

!

"#

"

G T "

!

"5

%"

)IJ6

'

(I

#

#2

'

+&G

#

# 9J,F

转录水平均下调$

G T "

!

"#

%*

与
GB

高剂量组比较"

GB

中剂量组
(I

#

#2 9J,F

转

录水平上调$

G T "

!

"#

%"

GB

低剂量组
(I

#

#2

'

+&G

#

#

9J,F

转录水平均上调$

G T"

!

"#

%&与
GB

中剂量组

比较"

GB

低剂量组
(I

#

#2

'

+&G

#

# 9J,F

的转录水平

均上调$

G T"

!

"5

"

G T"

!

"#

%*

!

$各组小鼠肾组织
F+GH!#

蛋白表达水平比

较$表
%

"图
#

'

!

% $与正常组比较"模型组小鼠

F+GH!#

蛋白表达及平均积分光密度值明显下调

$

G T"

!

"#

%&与模型组比较"各治疗组
F+GH!#

蛋白表

达及平均积分光密度值明显上调$

G T"

!

"#

%* 与
GB

高剂量组比较"

GB

中剂量组'

GB

低剂量组
F+GH!#

蛋白表达下调$

G T"

!

"5

"

G T"

!

"#

%&与
GB

中剂量组

比较"

GB

低剂量组
F+GH!#

蛋白表达下调 $

G T

"

!

"#

%&

GB

各组免疫组化平均积分光密度值比较"差

异无统计学意义$

G e"

!

"5

%*

表
%

%各组小鼠肾组织
F+GH!#

蛋白表达水平比较$$

]

%

Q

%

组别
>

F+GH!#

F+GH!#

$

*7QR7S> N1-R

%

平均积分

光密度值

正常
4 65

)

#6

%

!

)

!$ #26

)

54

%

#

)

"6

模型
4

#5

)

5%

%

#

)

#5

f

#3%

)

!2

%

#

)

6"

f

阳性药
4

6"

)

$4

%

#

)

63

"

#2%

)

"#

%

#

)

55

"

GB

高剂量
4

%!

)

3$

%

"

)

63

"

#2#

)

62

%

#

)

3#

"

GB

中剂量
4

%"

)

%2

%

"

)

2!

"#

#2#

)

!4

%

#

)

"2

"

GB

低剂量
4

!6

)

$#

%

"

)

$3

"##$

#2#

)

5"

%

#

)

4$

"

$$注#与正常组比较"

f

G T "

!

"#

&与模型组比较"

"

G T"

!

"#

&与
GB

高剂量组比较"

#

G T "

!

"5

"

##

G T "

!

"#

& 与
GB

中剂量组比

较"

$

G T"

!

"#

$$注#

F

为正常组&

N

为模型组&

&

为阳性药组&

B

为
GB

高剂

量组&

8

为
GB

中剂量组&

L

为
GB

低剂量组

图
#

%各组小鼠肾组织
F+GH!#

蛋白印迹图

%

$各组小鼠血清
(I

#

#2

'

+&G

#

#

蛋白表达水平比

较$表
6

%$与正常组比较"模型组小鼠
(I

#

#2

'

+&G

#

#

蛋白表达水平明显上升$

G T"

!

"#

%&与模型组比较"阳

性药及
GB

高剂量组
(I

#

#2

蛋白表达水平下调$

G T

"

!

"#

"

G T"

!

"5

%"各治疗组
+&G

#

#

蛋白表达水平均明

显下调$

G T"

!

"#

%&与
GB

高剂量组比较"

GB

低剂量组

(I

#

#2

蛋白表达水平上调$

G T"

!

"5

%&

GB

各组
+&G

#

#

蛋白表达水平比较差异无统计学意义$

G e"

!

"5

%*

$$注#

F

为正常组&

N

为模型组&

&

为阳性药组&

B

为
GB

高

剂量组&

8

为
GB

中剂量组&

L

为
GB

低剂量组&箭头所指

为
F+GH!#

图
!

%各组小鼠肾组织
F+GH!#

蛋白表达

$免疫组化染色" *

!""

%
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./ !"#$

"

0-1/ %$

"
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!

##

表
!

%各组小鼠肾组织
F+GH!#

'

)IJ6

'

(I

#

#2

'

+&G

#

# 9J,F

转录水平比较$$

]

%

Q

%

组别
> F+GH!# )IJ6 (I

#

#2 +&G

#

#

正常
4 ##%3

)

52#

%

##6

)

$2 #"!

)

4!

%

#6

)

55 ##%

)

53

%

#6

)

33 #"#

)

3%

%

#6

)

#%

模型
4

#!5

)

53!

%

!!

)

6!6

f

6%#

)

!!

%

!!

)

$4

f

!!63

)

44

%

#33

)

3%

f

6"3

)

$3

%

!!

)

!3

f

阳性药
4

5!!

)

2%!

%

!6

)

3!5

""

#6"

)

56

%

#6

)

##

""

5%5

)

$#

%

6#

)

"3

""

!4"

)

%

%

#6

)

%6

""

GB

高剂量
4

!5%

)

"%

%

%!

)

%6

""

#22

)

##

%

#$

)

5

""

##6%

)

62

%

44

)

52

""

%"!

)

"!

%

!4

)

62

""

GB

中剂量
4

#22

)

35

%

!$

)

6!

""

#$#

)

64

%

!3

)

3$

""

#%$5

)

"!

%

6!

)

!6

""#

%"2

)

34

%

#5

)

%6

""

GB

低剂量
4

#3"

)

2%

%

%#

)

36

"

!5!

)

25

%

#%

)

##

""

#5%"

)

33

%

42

)

%3

""#$

%6"

)

"5

%

!#

)

!%

""#$$

$$注#与正常组比较"

f

G T"

!

"#

&与模型组比较"

"

G T"

!

"5

"

""

G T"

!

"#

&与
GB

高剂量组比较"

#

G T"

!

"#

&与
GB

中剂量组比较"

$

G T"

!

"5

"

$$

G T"

!

"#

表
6

%各组小鼠血清
(I

#

#2

'

+&G

#

#

蛋白表达水平比较$$

]

%

Q

%

组别
> (I

#

#2 +&G

#

#

正常
4 $

)

3$3

%

"

)

$5% #!

)

$6#

%

!

)

$56

模型
4

%$

)

"6%

%

%

)

!%3

f

!3

)

!3!

%

6

)

3$5

f

阳性药
4

!%

)

"3"

%

!

)

5%!

""

#6

)

"3%

%

!

)

"$4

""

GB

高剂量
4

%!

)

234

%

%

)

"3$

"

#!

)

#"%

%

%

)

3$#

""

GB

中剂量
4 %5

)

#2!

%

#

)

3#6

#"

)

3%%

%

5

)

66

""

GB

低剂量
4

%5

)

256

%

!

)

"46

#

#6

)

364

%

6

)

3"$

""

$$注#与正常组比较"

f

G T "

!

"#

&与模型组比较"

"

G T "

!

"5

"

""

G T"

!

"#

&与
GB

高剂量组比较"

#

G T"

!

"5

讨$$论

目前
B,

的模型众多"为了满足研究的需要"选择

最佳的
B,

模型是必要的* 本次研究目的是探讨

F+GH!#D)IJ6

通路在
B,

代谢性炎性损伤中的作用

机制"因此选择
B,

早期肾小球肥大'基质扩张等肾脏

病变为主要特征的模型更为合适* 自发性
!

型
B,

模

型
HH

#

FM

小鼠是将
HH

小鼠
!

号染色体上的黄色肥

胖基因$

FM

基因%突变所得"其更易发生高血糖和蛋

白尿"肾脏病理改变也更为严重"包括弥漫性'中重度

系膜基质扩张"系膜细胞增生"局灶性肾小球硬化"足

细胞丢失等"但不发生肾间质纤维化(

$

)

"可更好的反

应人类
B,

的发病过程和机制"对于本次研究更为

合适*

传统观念认为
B,

为一种非免疫性疾病"主要机

制包括#高糖导致的多元醇通路活性增高"糖基化终末

产物$

:P.:>@7P ?1M@:R;-> 7>P VS-P\@RQ

"

F[8

%形

成增加"蛋白激酶
&

$

VS-R7;> O;>:Q7 &

"

GH&

%

"

'

#

及

$

等亚型激活"己糖胺通路活性增高"外周及肾脏局部

的肾素-血管紧张素系统激活"过度产生活性氧簇

$

S7:@R;.7 -]M?7> QV7@;7Q

"

JCK

%"引起肾脏固有细

胞损伤"最终导致肾功能不全(

#"

)

* 但控制血糖等对症

治疗不能有效延缓
B,

的发生与进展"因此学术界一

直在寻找新的干预途径*

!

型糖尿病患者机体处于慢性'低度炎性反应状

态"是其慢性并发症共同的致病机制(

##

)

"并且人们也

发现
!

型糖尿病患者具有免疫功能低下的特点(

#!

)

"因

此近年来"免疫炎性系统与
!

型糖尿病的相互作用引

起了学术界的广泛关注* 研究发现"自然杀伤细胞

$

>:R\S:1 O;117S @711

"

,H

%在改善肥胖患者内脏脂肪组

织巨噬细胞的浸润以及胰岛素抵抗方面扮演重要角

色(

#%

)

&

B,

患者中存在巨噬细胞异常浸润'募集与活

化(

#6

)

"

B,

动物模型中"早期肾小球与间质中即存在

巨噬细胞积聚和活化(

#5

)

"从而导致肾脏免疫炎性损

伤* 并且有些学者认为"免疫指标
,H

细胞'免疫球蛋

白
F

$

;99\>-?1-X\1;> F

"

(?F

%'

(?+

与炎性指标

(I

#

#

'

),L

#

!

'超敏
&

#反应蛋白$

=Q

#

&JG

%可作为诊断

糖尿病肾病患者的有效指标"同时可用于判断预

后(

#4

)

* 以上研究均提示"

B,

与免疫炎性损伤密切

相关*

)-11

样受体$

)-11

#

1;O7 S7@7VR-SQ

"

)IJQ

%为模式

识别受体"在免疫反应中扮演重要角色"作为激活固有

免疫的重要信号通路"在受到配体刺激的情况下可传

递炎症信号"并导致炎症细胞浸润及炎症因子释

放(

#3

)

*

)IJ6

是第一个在哺乳动物中被发现的
)-11

样受体"在许多炎症性疾病中起着重要的作用(

#2

)

*

)IJ6

介导的信号通路包括髓样分化因子
22

$

9M7

#

1-;P P;UU7S7>R;:R;-> VS;9:SM S7QV->Q7 22

"

+MB22

%

依赖途径和非
+MB22

依赖途径*

+MB22

依赖途径

是
)IJ6

经典的主要信号转导途径#其通过与识别的

配体结合"激活核因子
%N

$

>\@17:S U:@R-S

#

%N

"

,L

#

%N

%诱导产生多种炎症因子"如
(IQ

'

),L

#

!

'黏附因子

及趋化因子等"参与促炎反应及免疫应答的调节(

#$

)

*

趋化因子$

@=79-O;>7

%是一类在人体的生理机

能中发挥着重要作用的小分子蛋白"多由免疫细胞和

神经胶质细胞等分泌"具有化学趋化活性*

+&G

#

#

是

趋化因子
&&

亚家族成员之一"可以趋化单核细胞'巨

噬细胞和+淋巴细胞"影响其吞噬作用以及产生抗体"

从而对抗外来入侵微生物的生理功能(

!"

)

*

(I

#

#2

又名

(L,

#

&

诱导因子"属于
(I

#

#

细胞因子家族"是重要的炎
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性细胞因子(

!#

"

!!

)

*

胰岛素抵抗与
)IJ6

信号通路也存在相关性(

!%

)

"

因此"在糖尿病小鼠模型及糖尿病患者体内
)IJ6

的

表达均增加(

!6

"

!5

)

* 高血糖是糖尿病并发症的始动因

素"可诱导肾小球系膜细胞分泌
+&G

#

#

"引起单核
D

巨

噬细胞浸润与活化"介导中性粒细胞'单核
D

巨噬细胞

与肾小球细胞的黏附级联反应"引起小管"间质炎症"

促进了肾间质纤维化(

!4

)

"高血糖等代谢紊乱状态下"

肾小球系膜细胞和足细胞
(I

#

#"

'

(I

#

#2

等水平升

高(

!3

)

* 并且糖尿病患者血清及尿液
(I

#

#2

'

+&G

#

#

水

平随着
B,

病情加重逐渐升高(

!2

)

*

B,

的主要病理特征是人肾系膜细胞 $

=\9:>

?1-97S\1:S 97Q:>?;:1 @711Q

"

Z[+&Q

%增殖和胞外

基质$

7]RS:@711\1:S 9:RS;]

"

8&+

%聚集(

!$

)

* 研究发

现"高糖刺激系膜细胞后"

)IJ6

及下游
+MB22

等蛋

白表达增加"提示
,L

#

%N

信号通路被激活"可促进

+&G

#

#

等炎性因子的分泌(

%"

)

&

B,

患者肾组织
)IJ6

表达上调"且与
+&G

#

#

'

(I

#

#2

有显著相关性(

%#

)

* 本

研究结果模型组
)IJ6

'

+&G

#

#

'

(I

#

#2

表达明显高于

正常组"与文献报道相符"说明
B,

小鼠肾脏中存在异

常的免疫炎性反应"并且提示
)IJ6

可能是
B,

炎症

介质活化的一个重要机制"

)IJ6

的活化可增加其下

游
+&G

#

#

'

(I

#

#2

等促炎因子的表达"上述因子作用于

肾脏细胞"最终导致病理性损伤* 而干预相关免疫炎

性指标"可改善
B,

炎性损伤*

F+GH

是机体重要的能量调节开关"作为第二信

使与多条信号通路参与细胞蛋白质的合成'调节氧化

应激及改善炎症等(

%!

)

* 近年来研究发现"

F+GH

在

糖尿病等代谢性疾病中发挥重要作用(

%%

"

%6

)

* 糖尿病

患者的高血糖和高血脂会引起代谢异常"高血糖可引

起营养和细胞能量的关键传感器
F+GH

失活"长链饱

和脂肪酸可激活
)IJ6

(

%5

)

*

现代药理学研究认为
GB

具有抗感染'抗炎'抗氧

化'抗肿瘤'抗纤维化'抗心肌缺血'脂质调节等作用"

近期研究报道"

GB

可改善糖尿病大鼠的糖'脂代

谢(

%4

)

"有效延缓小鼠糖尿病性肾纤维化(

%3

)

"发挥肾脏

保护作用* 本次实验结果表明"在
B,

小鼠模型中"

GB

明显改善小鼠
)IJ6

表达"显著降低
+&G

#

#

'

(I

#

#2

表达"提示
GB

可能通过抑制
)IJ6

在
B,

肾脏

组织中的聚集及表达"减少其下游
+&G

#

#

'

(I

#

#2

等炎

症因子的释放"从而减轻
B,

小鼠肾组织中异常的免

疫炎症反应"发挥肾脏保护作用* 其作用机制可能与

上调
F+GH!#

的表达"通过调节
F+GH!#D)IJ6

信

号通路"抑制了免疫炎症网络通路中的关键信号分子

+&G

#

#

和
(I

#

#2

的生物学活性相关"证明
GB

可能具

有类似于
F+GH!#

激动剂的作用* 实验结果也显示"

GB

上调
F+GH!#

表达'抑制
(I

#

#2

'

+&G

#

#

活性的

作用在高剂量组更为明显"呈一定的量效关系*
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