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重楼皂苷Ⅶ通过 DNA 损伤介导的 p53 信号通路
诱导肺腺癌循环肿瘤细胞簇凋亡

上官文姬1，2 于 盼3 钱芳芳1 王盼盼3 阙祖俊3，4 田建辉1，3，4

摘要  目的 研究中药复方金复康中有效组分重楼皂苷Ⅶ诱导人肺腺癌循环肿瘤细胞簇（CTC-
TJH-01）凋亡的作用及机制。方法 采用不同浓度的重楼皂苷Ⅶ（0、1.2、2.5、5、10、20 μmol/L）处理

悬浮培养的 CTC-TJH-01 细胞簇，CCK-8 法检测对 CTC-TJH-01 细胞簇增殖的影响；FCM 法检测对细胞

周期和细胞凋亡的影响；Hoechest 33258 染色后免疫荧光法检测对细胞核损伤的影响；RNA-seq 法检测对

细胞基因表达的影响，并用 Omics Bean-Cancer 数据库分析差异基因及涉及的信号通路；蛋白质印迹法检

测 DNA 损伤相关蛋白和 p53 信号通路相关蛋白的表达水平。结果 重楼皂苷Ⅶ的浓度高于为 2.5 μmol/L 
时可抑制 CTC-TJH-01 细胞簇的增殖（P<0.05）；浓度为 1.8、3.6 μmol/L 时即可诱导 CTC-TJH-01 
细胞簇的细胞周期阻滞在 G0/G1 期（P<0.05）；浓度为 3.6 μmol/L 时可诱导 CTC-TJH-01 细胞簇发生凋

亡，且细胞核的荧光呈现高亮状（P<0.05）；蛋白质印迹法检测结果显示 DNA 损伤相关蛋白 DFF45 的表

达水平下调；RNA-seq 结果显示差异基因主要涉及 p53 和细胞周期信号通路，蛋白质印迹法检测结果显示，

重楼皂苷Ⅶ可上调 Cleaved-caspase 3、p53、p21 蛋白的表达水平，下调 Cyclin E、CDK2 蛋白表达水

平（P<0.05）。结论 重楼皂苷Ⅶ通过调控 DNA 损伤诱导肺腺癌循环肿瘤细胞簇凋亡，进而通过 p53 信

号通路抑制肺腺癌循环肿瘤细胞簇增殖，这可能是金复康发挥抗肺癌转移作用的机制之一。
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ABSTRACT Objective To investigate the effect and mechanism of Polyphyllin Ⅶ，an active component 
of Chinese decoction Jinfukang，in inducing the apoptosis of circulating tumor cell clusters （CTC-TJH-01） in lung 
adenocarcinoma. Methods After suspension CTC-TJH-01 clusters were treated with different concentrations of 
Polyphyllin Ⅶ （0，1.2，2.5，5，10，20 μmol/L），the influence on the proliferation of CTC-TJH-01 clusters was 
detected by CCK-8 assay. The influence on cell cycle and apoptosis was detected by flow cytometry. The effect on 
nuclear damage was detected by immunofluorescence assay after Hoechest 33258 staining，The effect on gene 
expression was detected by RNA-seq，and the differential genes and involved signal pathways were analyzed by 
Omics Bean-Cancer database. The expression levels of DNA damage-related proteins and p53 signal pathway 
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Caspase）1 介导的人肺癌细胞 A549 及 H1299 发生

凋亡 [7]，然而对 CTC-TJH-01 细胞的作用及机制尚未

明确。因此，本研究在前期基础上进一步探讨重楼皂

苷Ⅶ对 CTC-TJH-01 细胞簇的影响，旨在为中医药防

治肺癌转移提供新的策略。

材料与方法

1 细 胞 人 肺 腺 癌 循 环 肿 瘤 细 胞（CTC-
TJH-01），由田建辉课题组与施奇惠课题组联合从Ⅱa
期肺腺癌患者外周血中富集、分离、培养建立细胞

系 [5，8]。CTC-TJH-01 细胞采用含 10% 胎牛血清的

F12K 完全培养基，使用超低吸附培养皿（购自美国

Corning 公司），置于 37℃、含 5% CO2、70% 湿度

的培养箱中培养。

2 实验药物 重楼皂苷Ⅶ单体（SP8480），纯

度 98 %，购自北京索莱宝生物科技有限公司。

3 主要试剂及仪器 F12K 培养液（21127-
022）、胎牛血清（10099-141）及胰蛋白酶（25200-
056）等均购自美国 Gibco 公司；CCK-8 检测试剂盒

（CK04）购自日本同仁株式会社化学研究所；细胞

周期与凋亡（C1052）、Hoechest 33528（C0003）
染色试剂盒均购自碧云天生物技术公司；鼠抗人

GAPDH、兔抗人 DFF45 和兔抗人 PARP 单克隆抗体

购自美国 Proteintech 公司；兔抗人 Cleaved-caspase 
3、兔抗人 ACINUS、兔抗人 GAS、兔抗人 Cyclin E、

兔抗人 CDK2 单克隆抗体和鼠抗人 p53、兔抗人 p21
多克隆抗体购自美国 Cell Signaling Technology 公

司；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 和羊抗鼠 IgG
购自美国 Rockland 公司。FACS Verse 全自动多色

分析流式细胞仪系统，美国 BD Biosciences；TCS-
SP8 激光共聚焦显微镜、DMI3000B 荧光倒置显微镜

均购自德国 Leica 公司；Mini-PROTEAN Tetra 蛋白

流行病学调查显示，肺癌是导致恶性肿瘤患者死

亡的首要原因，而转移是导致 90% 肿瘤患者死亡的

关键临床事件 [1]。转移的发生包括原发灶、外周循环

和转移灶等多个环节，其中循环肿瘤细胞（circulating 
tumor cells，CTCs）是从原发灶脱落后在外周血中

循环进而引起转移的关键环节 [2]，因此靶向 CTCs 研

发抗肺癌转移新药具有重大的临床意义。田建辉在传

承国医大师刘嘉湘教授“扶正治癌”学术思想的基础

上，融合《黄帝内经》“正气”理论和现代肿瘤学进

展，创新提出“正虚伏毒”为肺癌转移核心病机的学

说，认为免疫抑制、免疫逃逸、免疫衰老等免疫功能

紊乱为“正气亏虚”的表现，而将循环肿瘤细胞、肿

瘤干细胞和休眠肿瘤细胞等归纳为“伏毒”范畴，“正

气”与“伏毒”相互博弈，正胜则伏而不作，正虚则

出而为病 [3]。临床研究发现，肺癌术后患者外周血中

CTCs 的数目与远期复发转移呈正相关 [4]。课题组前

期从 1 例Ⅱ a 期女性肺腺癌患者外周血中成功富集分

离了 CTCs，建立了首株稳定传代的人肺腺癌循环肿

瘤细胞系，命名为 CTC-TJH-01[5]。为模拟 CTCs 在

人体外周血中的生长状态，课题组采用超低吸附的培

养皿对 CTC-TJH-01 细胞进行 3D 悬浮培养，发现其

具有聚集成簇的特性。

临床研究表明，金复康口服液具有改善非小细

胞 肺 癌（non-small cell lung cancer，NSCLC） 患

者症状、提高免疫功能、延长生存期和预防复发转

移的功效 [6]。重楼皂苷Ⅶ是金复康组分重楼的有效活

性成分，已有研究发现其可通过活性氧簇（reactive 
oxygen species，ROS）/ 核 因 子 -κB（nuclear 
factor-κB）/NLR 结 构 域 蛋 白（LRR and PYD 
domains-containing protein 3，NLRP3）/GSDMD
蛋白（gasdermin D）信号轴诱导半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶（cysteinyl aspartate specific proteinase，

related proteins were detected by Western Blot. Results Polyphyllin Ⅶ can significantly inhibit the proliferation 
of CTC-TJH-01 clusters at concentrations over 2.5 μmol/L （P<0.05），induce the cell cycle arrest of CTC-TJH-01 
clusters at the of phase G0/G1 at concentrations 1.8 and 3.6 μmol/L （P<0.05），and induce the apoptosis of 
CTC-TJH-01 clusters and the bright fluorescence of the nuclei at the concentration of 3.6 μmol/L（P<0.05）. 
The result of Western Blot showed that expression of DNA damage-related protein DFF45 was down-regulated，

the expression levels of Cleaved-caspase3，p53 and p21 proteins were up-regulated，but the expression levels 
of Cyclin E and CDK2 proteins were down-regulated （P<0.05） . The RNA-seq result showed that differentially 
expressed genes were mainly involved in p53 and the cell cycle signal pathway. Conclusion Polyphyllin Ⅶ can 
induce the apoptosis of circulating tumor cell clusters in lung adenocarcinoma by regulating DNA damage，and 
inhibit the proliferation of circulating tumor cell clusters through the p53 signal pathway，which is probably the 
mechanism of preventing and treating lung cancer metastasis by Jinfukang.

KEYWORDS lung cancer；circulating tumor cell clusters；DNA damage；Polyphyllin Ⅶ；Chinese herb
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垂直电泳系统、 GelDoc XR 凝胶成像系统均购自美国 
Bio-Rad 公司。

4 CCK-8 法检测 CTC-TJH-01 细胞簇增殖 将

对数生长期的贴壁培养的 CTC-TJH-01 细胞传代后，

接种于超低吸附培养皿中培养，使其处于悬浮状态。

72 h 后收集细胞，消化成单细胞后，以 1×105 个 /mL 
的细胞密度，每孔 0.1 mL 接种于超低吸附的 96 孔

板内，每组设 3 个复孔。24 h 后加入用 F12K 培养基

配制的含不同药物浓度的重楼皂苷Ⅶ（0、1.2、2.5、
5、10、20μmol/L）处理，同时设立空白对照孔。

药物作用 48 h 后，每孔加入 10 μL 的 CCK-8 溶

液，继续培养 3 h 后，采用酶联免疫检测仪在波长为 
450 nm 处测量各孔的 OD 值，并计算细胞的存活率。细

胞存活率（%）=（实验组 OD 值 - 空白对照组 OD 值）/ 
（对照组 OD 值 - 空白对照组 OD 值）×100%。

5 FCM 法检测 CTC-TJH-01 细胞簇细胞周期

和细胞凋亡 细胞周期：将悬浮培养的 CTC-TJH-01
细胞以 1×105 个 / 孔的密度接种于超低吸附的 24 孔

板中，24 h 后加入用 F12K 培养基配制的不同浓度重

楼皂苷Ⅶ（0、1.8、3.6 μmol/L）进行处理，每组设 
3 个复孔；药物作用 48 h 后收集并消化为单细胞悬

液，离心弃上清，加入预冷的 70% 乙醇置于 4 ℃冰

箱内固定 2 h；离心弃上清并用 PBS 洗涤 1 遍；每

个样品加入 400 μL 的碘化丙啶（propidum iodide，
PI）染液，室温下避光染色 30 min，采用流式细胞

仪检测细胞周期。细胞凋亡：细胞培养和药物处理

同上，消化为单细胞悬液，离心弃上清；用 Binding 
Buffer 洗涤细胞 1 次，离心弃上清后加入 200 μL 的

Binding Buffer 重悬细胞，再加入 5 μL 的 Annexin 
Ⅴ -FITC 避光染色 15 min；离心弃上清，用 100 μL
的 Binding Buffer 重悬细胞，再加入 5 μL 的 PI 染液

避光染色 5 min；加入 Binding Buffer 补足细胞悬液

至 300 μL 以上，最后使用流式细胞仪检测。实验数

据应用 Flowjo 软件分析。

6 Hoechst 33258 染色法检测 CTC-TJH-01 细

胞簇核形态 将悬浮培养的 CTC-TJH-01 细胞以 1× 
105 个 / 孔的密度接种于超低吸附的 24 孔板中，24 h
后加入用 F12K 培养基配制的不同浓度重楼皂苷Ⅶ（0、
1.8、3.6 μmol/L）进行处理，每组设 3 个复孔；药物

作用 48 h 后收集细胞簇，离心弃上清；加入 0.3 mL
固定液室温固定 10 min，离心弃上清；用 2 mL 的

PBS 洗涤细胞 2 遍；加入 0.5 mL 的 Hoechest 33258
染液，充分混匀后室温染色 5 min；随后将细胞转

移至激光共聚焦的小皿内，在荧光显微镜下观察并

拍照。

7 蛋白质印迹法检测 CTC-TJH-01 细胞簇增殖

和凋亡相关蛋白表达 将悬浮培养的 CTC-TJH-01 细

胞以 1×105 个 / 孔的密度接种于超低吸附的 24 孔板

中，24 h 后加入用 F12K 培养基配制的不同浓度重

楼皂苷Ⅶ（0、1.8、3.6 μmol/L）进行处理，药物

作用 48 h 后收集细胞，用 RIPA 裂解液提取细胞总

蛋白，并用 BCA 法检测蛋白浓度；各取 40 μg/ 孔 
蛋白上样行 SDS-PAGE 分离蛋白，将电泳分离后

的蛋白转移至 PVDF 膜上；用含 5% 脱脂奶粉的封

闭液处理后，分别加入一抗 [鼠抗人 GAPDH（内

参）、兔抗人 DFF45 和兔抗人 PARP 单克隆抗体，

兔抗人 Cleaved-caspase 3、兔抗人 ACINUS、兔

抗人 GAS、兔抗人 Cyclin E、兔抗人 CDK2 单克隆

抗体和鼠抗人 p53、兔抗人 p21 多克隆抗体（体积

稀释比例均为 1：1 000）]4 ℃反应过夜；TBST 洗涤 
4 次，每次 5 min；再加入二抗 [辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔 IgG 和羊抗鼠 IgG（体积稀释比例均为 
1：   2 000）]37 ℃条件下进行反应；再用 TBST 洗涤 
4 次，每次 5 min；最后加入 ECL 发光液采用 UVP
显影仪进行显影。数据图片应用 Image J 软件分析目

的条带的灰度值，以目的条带与内参蛋白的灰度值比

值表示目的蛋白的相对表达量。

8 RNA-seq 检测 CTC-TJH-01 细胞簇基因表

达 将悬浮培养的 CTC-TJH-01 细胞以 1×105 个 / 孔 
的密度接种于超低吸附的 24 孔板中，24 h 后加入

用 F12K 培养基配制的不同浓度重楼皂苷Ⅶ（0、 
3.6 μmol/L）进行处理，每组设立 3 个复孔，药物作

用 48 h 后收集细胞，送至上海鲸舟基因科技有限公

司进行测序。采用 OmicsBean-Cancer 数据库对差

异基因进行功能富集和 KEGG 信号通路富集。

9 统计学方法 采用 SPSS 25.0 统计软件对实

验数据进行统计学分析，所有实验均独立重复 3 次。

采用 GraphPad Prism 8.0 软件对实验数据和统计结

果进行绘图。单因素方差分析比较组间差异，LSD 
检验比较组内差异。P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 重 楼 皂 苷 Ⅶ 抑 制 CTC-TJH-01 细 胞 簇 增

殖（图 1） CTC-TJH-01 在悬浮培养条件下聚集成

簇（图 1A）；重楼皂苷Ⅶ的药物浓度为 2.5、5、10、 
20 μmol/L 时对 CTC-TJH-01 细胞簇的增殖具有明

显的细胞毒作用，并呈现浓度依赖性（P<0.05）。重

楼皂苷Ⅶ作用 CTC-TJH-01 细胞簇 48 h 时的 IC50 值
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约为 3.6 μmol/L，因此，后续实验采用 1/2 IC50 值和

IC50 值的药物浓度进行研究。重楼皂苷Ⅶ干预 CTC-
TJH-01 细胞簇 48 h 后，与空白对照组（0 μmol/L） 
比较，重楼皂苷Ⅶ浓度为 1.8、3.6 μmol/L 时可将

CTC-TJH-01 细胞簇的细胞周期阻滞在 G0/G1 期

（P<0.05）。

A

  注：A 为箭头所指为显微镜下观察的 CTC-TJH-01 细胞簇；B 为
CCK-8 法检测不同药物浓度的重楼皂苷Ⅶ对 CTC-TJH-01 细胞簇增殖
的影响；C 为重楼皂苷Ⅶ干预 CTC-TJH-01 细胞簇 48 h 后，流式细胞

术检测细胞周期分布情况；与 0 μmol/L 组比较， P<0.05，  P<0.01

图 1 不同浓度重楼皂苷Ⅶ对 CTC-TJH-01 细胞簇增殖的影响

C

计
数

PI PI PI

比
例

（
%

）

较，高浓度重楼皂苷Ⅶ（3.6 μmol/L）可诱导 CTC-
TJH-01 细胞簇发生凋亡（P<0.01）。Hoechst 33258
染色结果同样显示，1.8 μmol/L 和 3.6 μmol/L 的

重楼皂苷Ⅶ干预 CTC-TJH-01 细胞簇后，细胞核

呈现出高亮荧光，且荧光强度与药物浓度呈正相

关（P<0.01）。通过对 DNA 损伤相关蛋白的检测发

现，与对照组比较，高浓度组 DFF45 蛋白表达下调

（P<0.05）。
3 重楼皂苷Ⅶ抑制 CTC-TJH-01 细胞簇增殖

并诱导其凋亡的作用机制（图 3、4） 重楼皂苷Ⅶ 
（3.6 μmol/L）处理 CTC-TJH-01 细胞簇 48 h 后，转

录组测序结果显示，与对照组比较，重楼皂苷Ⅶ组共

有 228 个基因表达上调，357 个基因表达下调（差异

1.5 倍）。通过对差异表达基因进行 KEGG 信号通路

富集分析发现，与肿瘤增殖相关且差异显著的信号通

路主要有细胞周期和 p53 信号通路（图 3B）。在 p53
信号通路中，p21、Gadd45 和 Sestrins 基因表达上

调，而 Cyclin E、CDK2 和 IGF-BP3 基因表达下调（图

3C）。通过蛋白质免疫印迹实验检测发现，重楼皂苷

Ⅶ处理 CTC-TJH-01 细胞簇 48 h 后，与对照组比较， 
Cleaved-caspase 3、p53 和 p21 蛋白的表达上调，

而Cyclin E和CDK2蛋白的表达显著下调（P<0.01）。 

讨  论

肿瘤复发转移是导致肺癌患者预后不良的主要

原因，由于肺癌早期术后患者外周血中存在 CTCs，
这些 CTCs 最终会导致肺癌复发和转移。课题组前

期研究也发现，NSCLC 患者外周血中 CTCs 数目与

临床分期呈负相关，肺癌早期术后患者 CTCs 的数

量甚至高于晚期肺癌无法手术的患者 [9]，提示靶向

2 重楼皂苷Ⅶ诱导 CTC-TJH-01 细胞簇凋亡

（图 2） 流式细胞凋亡检测结果显示，与对照组比

C

  注：A 为重楼皂苷Ⅶ干预 CTC-TJH-01 细胞簇 48 h 后，流式细胞术检测细胞凋亡情况；B 为 Hoechest 33258 染色实验检测 CTC-TJH-01 细
胞簇的凋亡情况，箭头所指为凋亡的 CTC-TJH-01 细胞；C 为蛋白质免疫印迹法检测重楼皂苷Ⅶ对 CTC-TJH-01 细胞簇中 DNA 损伤相关蛋白表
达的影响；与 0 μmol/L 比较， P<0.05，  P<0.01

图 2 不同浓度的重楼皂苷Ⅶ对 CTC-TJH-01 细胞簇凋亡的影响
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杀伤 CTCs 对预防肺癌转移和提高患者生存期具有

重要的意义。

研究表明，CTCs 簇比具有相同遗传背景的单个

CTCs 具有更强的转移能力 [10，11]。 Aceto N 等 [10]在

小鼠体内研究发现，单个 CTCs 形成细胞簇之后，其

转移潜能增加了 23~50 倍，且小鼠的生存期显著缩

短。临床研究也发现可检出 CTCs 簇的乳腺癌患者转

移发生的时间和生存期都更短 [10，12，13]，而在肺癌、

结直肠癌和肝癌等癌种中也有类似的报道 [14-17]。由

于单个 CTCs 形成细胞簇之后有利于其获得失巢凋亡

抵抗和免疫逃逸的能力，这促进了转移的发生 [18，19]。

因此，靶向杀伤 CTCs 簇对于防治肺癌转移具有重要

意义。

金复康口服液为国医大师刘嘉湘教授发明的国家

级肺癌治疗新药，具有益气养阴、解毒抗癌的功效，

临床应用广泛。研究发现，金复康可抑制 Integrin/
Src 信号通路诱导 CTC-TJH-01 细胞失巢凋亡 [20]。正

常贴壁细胞长时间处于悬浮状态即可导致失巢凋亡，

然而，本研究发现，CTC-TJH-01 细胞经悬浮培养后

并未发生失巢凋亡，而是聚集成簇并进入休眠状态，

表现为 Ki-67 蛋白表达下调和低增殖活性，且对化疗

药物紫杉醇和顺铂表现出耐药性（数据待发表）。

  注：A 为重楼皂苷Ⅶ（3.6 μmol/L）作用 CTC-TJH-01 细胞簇 48 h 后，转录组测序分析差异 1.5 倍以上的基因数目；B 为差异基因 KEGG
信号通路富集分析；C 为 p53 信号通路相关基因差异表达情况；D 为蛋白质免疫印迹法检测不同浓度的重楼皂苷Ⅶ对 CTC-TJH-01 细胞簇中

Cleaved-caspase 3、p53、p21、Cyclin E 和 CDK2 蛋白表达的影响，以 GAPDH 作为内参蛋白；与 0 μmol/L 比较， P<0.05，  P<0.01
图 3 重楼皂苷Ⅶ诱导 CTC-TJH-01 细胞簇凋亡的作用机制

A

B

C

D

图 4 重楼皂苷Ⅶ抑制 CTC-TJH-01 细胞簇

增殖并诱导其凋亡的作用机制示意图
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重楼皂苷Ⅶ是中药重楼的主要有效活性成分之

一，前期研究表明，重楼皂苷Ⅶ对众多癌种的癌细胞

都具有很强的抑制作用。本研究也发现重楼皂苷Ⅶ

对 CTC-TJH-01 细胞簇具有细胞毒作用，可抑制其增

殖，将其细胞周期阻滞在 G0/G1 期，且诱导其发生

DNA 损伤相关的细胞凋亡 [21]。Wang H 等 [22]研究也

发现重楼皂苷Ⅶ具有增强吉非替尼抑制 H1975 细胞

增殖的作用，并将 H1975 细胞的增殖阻滞在 G1 期。

然而，也有研究表明，重楼皂苷Ⅶ可抑制 A549 和

NCI-H1299 细胞的增殖，并将细胞周期阻滞在 G2/M
期 [23]。此外，重楼皂苷Ⅶ被证明通过抑制磷脂酰肌

醇 -3- 羟激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）/
蛋白激酶（AKT）、NF-κB 信号通路诱导 A549 细胞

发生凋亡 [24]。本研究发现，重楼皂苷Ⅶ一方面通过

激活 Caspase 3 剪切 DFF45，诱导 DNA 损伤相关的

细胞凋亡，另一方面通过激活 p53/p21 通路，下调细

胞周期相关蛋白 Cyclin E 和 CDK2 的表达水平，从

而将 CTC-TJH-01 细胞周期阻滞于 G0/G1 期。

综上所述，本研究初步揭示了重楼皂苷Ⅶ诱导

CTC-TJH-01 细胞簇凋亡的作用及机制，而诱导肺癌

患者外周血中的 CTCs 簇凋亡，可能是重楼皂苷Ⅶ发

挥抗肺癌转移的作用机制，这为金复康抗肺癌转移的

临床疗效提供了科学依据，同时也丰富了“正虚伏毒”

肺癌转移核心病机的内涵。

利益冲突：无利益冲突。
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第十次世界中西医结合大会征文通知

由中国中西医结合学会主办，四川省中西医结合学会承办的第十次世界中西医结合大会定于 2022 年

12 月上旬在四川省成都市召开。大会将全面展示近年来世界结合医学的最新成果和研究进展，并邀请国

内外著名专家学者进行精彩报告，通过相互交流和共同提高，促进医学创新。征文通知如下。

征文内容：
1. 中西医结合理论研究，包括对结合医学学术地位与作用的认识，对新形势下发展结合医学的思路、

途径和方法的理论探讨与经验总结等。

2. 近五年来结合医学在临床、基础、药学、教学、学科建设、政策研究等方面取得的重要成果和宝

贵经验。

3. 结合医学各临床专业学科新诊疗经验的总结和分析，中西医结合新技术、新方法的推介与评价，

以及实现科研成果向临床应用转化的新经验与新模式。

4. 中西医结合优势病种临床诊疗路径的实践经验与临床共性问题的探讨，中西医结合标准化研究等。

5. 结合医学的未来研究，以及其他促进结合医学发展的相关研究等。

征文要求：
1. 向本次大会所提交的论文应为未正式发表的论文全文；

2. 中、英文摘要约 800 字；

3. 投稿前应成为大会官网正式注册用户并详细填写真实信息，务必注明作者所属专业委员会（专业）、

工作单位、职务职称、通讯地址、电子邮箱及手机号码等信息。

4. 投稿方式：仅接受网站投稿，请登录官网录官网：http://www.wimco2022.com。

5. 截稿日期：2022 年 9 月 30 日。


