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益肾汤经结肠透析调节自噬改善
慢性肾衰竭大鼠肾纤维化

张紫媛1，2 方敬爱1 胡雅玲1 张晓东1 李 慧1 刘文媛1 张 光1 刘学军3

摘要  目的 探讨益肾汤经结肠透析通过调节肾脏自噬活性改善慢性肾衰竭（CRF）大鼠肾纤维化

的作用机制。方法  SD 大鼠随机分为正常（N）组 10 只和造模组 20 只，腺嘌呤 200 mg/（kg · d）灌

胃 4 周制作 CRF 模型。造模成功后随机分为 CRF 组和益肾汤经结肠透析（YS）组，每组 10 只。干预

2 周后检测血清肌酐、尿素氮水平，HE 染色、Masson 染色观察肾脏病理改变，HE 染色观察结肠组织病

理，免疫组化检测结肠组织 ZO-1、Claudin-1 表达，Westen Blot 检测肾脏组织 Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ、

p62、FN、α-SMA 表达。结果 CRF 大鼠的血清肌酐、尿素氮水平较 N 组升高（P<0.05），肾脏组织

可见肾小球硬化，肾小管扩张，间质炎症细胞浸润，胶原纤维增生；结肠组织可见肠道黏膜绒毛萎缩、倒

塌，黏膜层炎性细胞浸润。YS 组血清肌酐、尿素氮水平较 CRF 组下降（P<0.05），病理改变减轻。免疫

组化及 Western Blot 结果显示，与 N 组比较，CRF 组结肠组织 ZO-1、Claudin-1 表达下降，肾组织 FN、

α-SMA、p62 表达升高，Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ表达下降（P<0.05）。与 CRF 组比较，YS 组结肠组织

ZO-1、Claudin-1 表达升高，肾组织 FN、α-SMA、p62 表达下降，Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ表达升高（P<0.05）。

结论 益肾汤经结肠透析可降低肌酐、尿素氮，改善肾纤维化，其机制可能是通过修复肠道屏障，上调肾

脏自噬活性。
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Colon Dialysis Using Yishen Formula Alleviates Renal Fibrosis of  Chronic Renal Failure Rats 
by Regulating Autophagy ZHANG Zi-yuan1，2，FANG Jing-ai1，HU Ya-ling1，ZHANG Xiao-dong1，

LI Hui1，LIU Wen-yuan1，ZHANG Guang1，and LIU Xue-jun3 1 Department of Nephrology，the First 
Hospital of Shanxi Medical University，Taiyuan（030001）；2 The First Clinical Medical College，Shanxi Medical 
University，Taiyuan（030001）；3 Department of Geriatrics，the First Hospital of Shanxi Medical University，

Taiyuan（030001）

ABSTRACT Objective To investigate the effective mechanism of colon dialysis using Yishen Formula on 
alleviating renal fibrosis of chronic renal failure（CRF） rats by regulating autophagy activity in renal. Methods SD 
rats were randomly divided into normal group（n=10）and  model group （n=20） ，with adenine 200 mg/（kg · d） 
gastric gavage for 4 weeks to prepare CRF models.  Rats with CRF were then randomly divided into CRF group 
and colon dialysis combined with Yishen Formula （YS） group，with 10 rats in each group. After 2 weeks of 
intervention，serum creatinine and urea nitrogen were detected，the pathological changes of kidney and colon 
were observed by HE staining and Masson staining. The expressions of ZO-1 and Claudin-1 in colon were 
detected by immunohistochemistry. In addition，  the protein expressions of Beclin-1，LC3 Ⅱ / Ⅰ，p62，FN and  α- 
SMA were determined by Western Blot. Results The levels of serum creatinine and urea nitrogen in CRF group 
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慢性肾衰竭（chronic renal failure，CRF）是各

种慢性肾脏病持续进展的共同结局，其发病率逐年升

高，已成为全球性的公共健康问题 [1]。中药经结肠透

析作为 CRF 治疗的重要方法，能有效降低 CRF 患者

血肌酐、尿素氮、尿酸的水平，调节水电解质、酸碱

平衡紊乱，缓解临床症状，提高患者生活质量，从而

延缓 CRF 进展 [2]。

益肾汤是课题组经过长期临床实践研制的纯中药

药液，具有益气泄浊、补肾通淋、活血行瘀之功效。

课题组前期的研究结果发现 [3-5]，益肾汤经结肠透析

可减轻 CRF 患者炎症因子的表达，改善血管钙化和

蛋白质能量消耗。本研究通过大鼠体内实验，探讨益

肾汤经结肠透析治疗防治 CRF 的机制。

材料与方法

1 动物 SPF级健康雄性8周龄SD大鼠 30只， 
体质量（180±15）g，由山西医科大学动物实验室

提供。动物合格证号：SCXK（晋）2015-0001，饲

养在山西医科大学动物实验室内，温度 20~25℃，

相对湿度 50%~65%，适应性饲养 1 周。动物实验

方案经山西医科大学实验动物伦理委员会审核批准 
（ No.SYDL2021011）。

2 药物 益肾汤组成：黄芪（批号：220211004，
产地：山西）15 g、大黄（批号：211022001，产地：

甘肃）10 g、泽泻（批号：2021030355，产地：福建）

10 g、当归（批号：2021030355，产地：甘肃）10 g、
芡实（批号：2021010531，产地：广东）15 g、红景天（批

号：211102，产地：西藏）5 g，由山西医医科大学第一

医院中药房煎制，每剂水煎至含生药 5 g/mL。
3 试剂及仪器 兔抗ZO-1抗体（武汉Proteintech  

Group 公 司， 批 号：21773-1-ap）， 兔 抗 Beclin-1、
LC3B 抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司， 
批号：3738S、2775S），兔抗 Claudin-1、FN、α-SMA、 
p62、GAPDH 抗体（美国 Abcam 公司，批号分别

为：ab15098、ab268020、ab124964、ab207305、
ab8245），辣根过氧化酶标记羊抗兔二抗（武汉博

士德公司，批号：BA1054）。肌酐、尿素氮试剂盒

（南京建成生物工程研究所，批号分别为：C011-2-
1、C013-2-1），Masson 染色液（珠海贝索生物有限

公司，批号：C26009160）。组织包埋机（型号 YD-
6L，中国益迪公司），石蜡切片机（型号 RM2235，德

国 Leica 公司），酶标仪（型号 Multiskan-FC，美

国 Thermo 公司），全自动样品快速研磨仪（型号

Tissuelyser-24，中国上海净信科技公司），蛋白电

泳转印系统（型号 Power-Pac HC，美国伯乐公司），

电泳成像仪（型号 MiniChemi 610，中国北京赛智创

业科技有限公司）。

4 造模及干预方法 大鼠按照随机数字表法分

为正常（N）组 10 只和造模组 20 只，采用腺嘌呤

200 mg/（kg · d）灌胃 4 周的方法制作 CRF 模型 [6]， 
造模结束后检测大鼠血清肌酐和尿素氮水平均较 N
组升高，模型成功率 100%。造模成功后随机分为

CRF 组和益肾汤经结肠透析（YS）组，每组 10 只。

YS 组大鼠给予益肾汤经结肠透析 1 次 / 天，连续 
2 周，参照前期研究方法 [7]，采用大鼠固定器固定

大鼠，一次性输液管路用石蜡油润滑后插入肛门约 
8 cm，生理盐水清洗肠道，注入中药，用棉签堵住肛

门处，保留 30 min，CRF 组仅清洗肠道。成人益肾

汤生药用量每日 1 剂为 65 g （60 kg 体重）计算，即

1.08 g/（kg · d），按照大鼠与成人标准体重剂量换算

were higher than those in N group （P<0.05）. The glomerulosclerosis， tubular dilation， interstitial inflammatory cell 
infiltration， and collagen fiber hyperplasia were visible in the renal tissue. The intestinal mucosal chorionic atrophy 
and collapse were seen， and inflammatory cell infiltration of the mucosal layer were visible in the colon tissue.The 
levels of serum creatinine and urea nitrogen of YS group decreased compared with the CRF group（P<0.05），and 
the pathological changes in YS group were alleviated（P<0.05）. Results of Immunohistochemistry and Western 
Blot showed that the expressions of ZO-1 and Claudin-1 decreased in colon tissue of CRF group comparing 
with N group；in the renal tissue of CRF rats， the expressions of FN，α-SMA and p62  increased，while the 
expressions of Beclin-1 and LC3 Ⅱ / Ⅰ decreased （P<0.05）. Compared with the CRF group， the expression 
of ZO-1 and Claudin-1 in colon tissue increased in the YS group， and the expression of FN， α-SMA， and p62 
in renal tissue decreased， and the expression of Beclin-1 and LC3II/ Ⅰ increased in the YS group （P<0.05）. 
Conclusion Colon dialysis using Yishen Formula can reduce creatinine and urea nitrogen，and alleviate renal 
fibrosis of CRF rats by repairing the intestinal mucosal barrier and up regulating autophagy activity in renal .

KEYWORDS Yishen Formula；colon dialysis；chronic renal failure；renal fibrosis；autophagy；Chinese 
herbal compound
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表 [8] 换算大鼠 3 倍用量为每日用药 20 g/（kg · d）。
实验结束后麻醉，腹主动脉取血，留取肾脏及结肠组

织标本。

5 检测指标及方法

5.1 肾功能检测 收集大鼠血清标本，按照试

剂盒说明书检测血清肌酐、尿素氮水平。

5.2 HE 及 Masson 染色观察肾脏纤维化和结肠

病理损伤 留取肾脏及结肠组织，浸泡于 4% 多聚甲

醛中固定，石蜡包埋、切片，厚度 2~3μm。肾脏组

织行 HE 染色和 Masson 染色，光学显微镜（200 倍）

观察病理改变和纤维化程度。结肠组织行 HE 染色，

观察病理改变。

5.3 免疫组化检测 ZO-1、Claudin-1 表达 将

组织石蜡切片，厚度 2~3μm，烘烤，二甲苯、梯度

乙醇浸泡，抗原修复后 PBS 冲洗 3 次。滴加 5%BSA
稀释的一抗（1： 500），室温放置 2 h，PBS 冲洗；

滴加 PBS 稀释的二抗（1： 500），室温放置 30min，
PBS 冲洗；DAB 显色，苏木素染色 30 s，自来水冲洗，

1% 盐酸酒精分化 3 s，自来水浸泡 15 min。无水乙

醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，Image J 软件

对阳性染色进行分析。

5.4 Western Blot 检测 FN、α-SMA、p62、Beclin-1、 
LC3 Ⅱ / Ⅰ蛋白表达 将提取的蛋白质经 BCA 蛋白

定量法测定各组蛋白质含量。经 8% SDS-PAGE 电

泳分离蛋白质。用 Bio-Rad 电转仪将凝胶中的蛋白质

移至 PVDF 膜上。TBS -T 洗膜 3 次，每次 5 min。5% 
脱脂奶粉室温封闭 1 h，加一抗（1： 1 000）4 ℃孵育

过夜，次日 TBS-T 洗膜 3 次，每次 5 min。辣根过氧

化物酶标记的二抗（1： 500）室温孵育 1 h，TBS-T
洗膜后加入 ECL 化学发光试剂，成像。

6 统计学方法 应用 SPSS 20.0 软件进行统

计分析。计量资料以 x–±s 表示，多组间比较使用

单因素方差分析，组间两两比较使用 LSD-t 检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 各组血清肌酐、尿素氮水平比较（表 1） 干

预 2 周后，CRF 组大鼠血清肌酐、尿素氮水平较 N
组升高（P<0.05），YS 组血清肌酐、尿素氮水平较

CRF 组下降（P<0.05）。
2 各组大鼠肾组织及结肠组织病理结果比较

（图 1） HE 染色显示，CRF 组大鼠肾脏组织可见肾

小球硬化，肾小管扩张，间质炎症细胞浸润，间质纤

维化；结肠组织可见肠道黏膜绒毛萎缩、倒塌，黏膜

层炎性细胞浸润。Masson 染色显示，CRF 组大鼠

肾组织胶原纤维增生。YS 组肾脏及结肠病理改变较

CRF 组减轻。

表 1 各组血清肌酐、尿素氮水平比较 （x–±s）
组别 n 肌酐（umol/L） 尿素氮（mmol/L）

N 10 44.87±0.93 3.56±0.30

CRF 10 63.94±1.71 5.14±0.29

YS 10 57.98±1.14 △ 4.66±0.06 △

  注：与 N 组比较， P<0.05；与 CRF 组比较，△P<0.05

  注：红色箭头所指为肾小球硬化，肾小管扩张，炎细胞浸润，胶
原纤维增生；黑色箭头所指为肠道黏膜绒毛萎缩，炎性细胞浸润

图 1 各组大鼠肾组织及结肠组织病理染色（×200）

N 组                     CRF 组                   YS 组

肾脏，HE

肾脏，Masson

结肠，HE

3 各组大鼠结肠组织 ZO-1、Claudin-1 表达比

较（图 2） ZO-1、Claudin-1 表达于肠道上皮细胞

膜，CRF 组大鼠 ZO-1、Claudin-1 表达较 N 组下降

（P<0.01，P<0.05），上述指标在 YS 组表达较 CRF
组升高（P<0.05）。

4 各 组 大 鼠 肾 组 织 Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ、

p62 蛋白表达比较（图 3） Western Blot 结果显

示，CRF 组大鼠的肾组织中 Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ较

N 组下降，p62 表达较 N 组升高（P<0.01）。YS 组

Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ、表达较 CRF 组升高，p62 表

达较 N 组降低（P<0.01）。
5 各组大鼠肾脏组织 FN、α-SMA 蛋白表达比

较（图 4） Western Blot 结果显示，CRF 组大鼠的

肾组织中 FN、α-SMA 表达较 N 组升高（P<0.01）。
YS 组 FN、α-SMA 表达较 CRF 组下降（P<0.01）。

讨  论

中医学认为 CRF 属“肾风”“关格”“肾劳”等

范畴，其基本病机为脾肾气虚，湿热瘀阻，病至后期，
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皮细胞在病理情况下，转化为具有间质表型细胞的生

物学过程，表现为上皮细胞的特异性标志蛋白表达减

少，细胞骨架改变，细胞失去上皮特征转变为间质的

表型，同时发生细胞极性改变，与基底膜失去连接 [9]。

研究表明，EMT 是肾纤维化进展中的重要环节 [10]。

α-SMA 是平滑肌细胞的标志蛋白，是 EMT 的特征

和肾间质纤维化的重要机制 [11]。本研究通过腺嘌呤

灌胃制作 CRF 大鼠模型，结果显示，CRF 大鼠肌酐、

尿素氮水平升高，肾组织出现纤维化，FN 和 α-SMA
表达显著升高。

自噬是细胞的一种保守的自我消化过程，参与细

胞稳态的维持和再生以及细胞应激反应机制。近年来

的研究发现 [12-15]，自噬与肾纤维化、肾损伤、肾缺

血再灌注损伤等有关。当自噬活性正常的情况下，细

胞可及时清除多余的纤维蛋白，减少炎性因子和促纤

维化因子的表达。若自噬功能障碍，则成纤维细胞过

度增生，异常分泌的纤维蛋白大量堆积，加重纤维化

的形成 [16，17]。有研究发现，通过诱导上皮细胞自噬

可以减轻肾间质纤维化 [18]。丹蛭降糖胶囊通过抑制

mTOR/S6K1 信号通路，提高足细胞的自噬活性，进

而减轻糖尿病肾病大鼠肾脏病理改变 [19]。Yan D 等 [20]

研究发现，UUO 动物模型中 LC3 的缺失导致 TGF- 
β1 水平升高以及胶原纤维的异常沉积；通过调控自

噬，可减轻 TGF - β1 引起的肾纤维化。

结肠是产生各种尿毒症毒素的重要器官 [21]，尿

毒症毒素的积聚会导致肠道黏膜屏障损伤，体内微炎

症状态进而加重肾脏损害 [22]。Claudin-1、ZO-1 是肠

黏膜屏障紧密连接的重要组成，研究显示，CRF 可

导致肠道 Claudin-1、ZO-1 表达下降，肠黏膜屏障损

伤，进而导致有害代谢产物和肠源性毒素进入全身，

引发炎症反应，加重肾脏损害及并发症 [23，24]。将结

肠透析液与中药灌肠液从肛门灌入直肠保留一定的时

间，使药物经肠黏膜吸收入血，同时中药的吸附作用

又促使尿毒症毒素经肠道排出，起到“通腑泄浊”的

功效。益肾汤主要由黄芪、大黄、泽泻、当归、芡

实、红景天等组成，是课题组前期研制的结肠透析

方，具有益气泄浊、补肾通淋、活血行瘀之功效。临

床研究证明 [3-5]，益肾汤经结肠透析具有降低 CRF 患

者血清肌酐、尿素氮水平的作用。前期的研究显示，

清洁肠道后给予中药益肾汤保留灌肠，可降低 CRF
大鼠 IL-6 及 TGF-β 等炎症因子的水平 [25]，但具体

的分子机制尚不明确。中药结肠透析作为治疗慢性肾

衰竭的有效方法，有关其作用的具体分子机制研究较

少。本研究成功制作了中药结肠透析的动物模型并观

  注：与 N 组比较， P<0.01；与 CRF 组比较，△P<0.01

图 3 各组大鼠肾组织 Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ、

p62 蛋白表达比较

B

  注：与 N 组比较， P<0.01；与 CRF 组比较，△P<0.01

图 4 各组大鼠肾脏组织 FN、α-SMA 蛋白表达比较

B

湿浊之毒不得从小便排出，可采用通腑导泻使毒邪湿

浊从大便排泄。

肾纤维化是 CRF 的主要病理改变，以肾小

球硬化及肾间质纤维化为特征 [8]。上皮间质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT） 是 指 上

N 组                       CRF 组                     YS 组

ZO-1

Claudin-1

  注：与 N 组比较， P<0.05，  P<0.01；与 CRF 组比较，△P<0.05 

图 2 各组结肠组织 ZO-1、Claudin-1 表达（×200）
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察大鼠结肠损伤和肾脏组织自噬的变化，结果显示，

CRF 大鼠结肠组织 Claudin-1、ZO-1 以及肾组织中 
Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ的表达下降，p62 表达升高，

提示 CRF 时存在肠道屏障损伤和肾脏自噬活性下降。

益肾汤经结肠透析治疗可上调结肠 Claudin-1、ZO-1
及肾脏 Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ蛋白的表达，下调肾脏

FN、α-SMA、p62 蛋白的表达。有关肠道屏障损伤

其他方面（如肠道菌群紊乱等）的变化，需要今后进

一步研究。

综上，益肾汤经结肠透析治疗通过清洁肠道结合

中药作用于肠道，修复肠道屏障，激活肾脏自噬活性，

改善肾脏纤维化，起到保护肾功能的作用。

利益冲突：无。
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浙江省中西医结合学会临床研究与转化医学专业委员会成立大会
暨首届学术年会在杭州召开

2022 年 11 月 12—13 日，由浙江省中西医结合学会主办，浙江省立同德医院承办的浙江省中西医结合学
会临床研究与转化医学专业委员会成立大会暨首届学术年会在杭州举办。会议对临床研究与转化医学专业委员
会委员进行首次选举，浙江省立同德医院 / 浙江省中医药研究院副院长黄飞华教授当选为主任委员。年会通过
线上线下结合的方式举行。大会邀请了中国科学院院士、国医大师陈可冀教授，浙江省中西医结合学会会长、
浙江省国医名师、浙江省立同德医院党委书记柴可群教授，浙江省卫健委中医药传承创新处曾晓飞副处长，中
国中西医杂志社常务副主编陈维养教授，北京大学屠鹏飞教授，浙江中医药大学秦路平教授等专家和嘉宾出席。

开幕式由黄飞华教授主持。陈可冀院士致辞，首先对浙江省中西医结合学会临床研究与转化医学专委会的
成立表示祝贺。他指出，转化医学旨在促进基础医学、临床医学及产业化的有机结合，将基础研究成果转化为
临床诊疗手段，并充分肯定了中西医结合在临床实践中的特有优势。同时，他希望通过专委会的工作能够将更
多临床、科研、产业的力量凝聚起来，为医疗机构、科研机构及相关企业提供高水平的交流平台，在项目研究、
学术交流、人才培养等方面加强合作，推进基础研究、临床研究与产业化的对接，加速成果转化，为中西医结
合事业做出更多贡献。柴可群教授阐释了浙江省中西医结合学会临床研究与转化医学专业委员会成立的背景和
意义。他表示，开展多学科交叉融合、多维度的中西医结合研究是继承、创新、发展中医药学，促进中医药现
代化，创新医学发展模式的重要途径；本次大会顺应了中医药事业发展的趋势，科研成果快速转化和产业化，
有利于促进中医药研究水平的提高、中医药传承创新能力的提升以及中医药事业的高质量发展。曾晓飞教授表
示，本次会议是落实加快推进中医药现代化、产业化的举措，同时指出，坚持传承精华、守正创新，不断提高
临床研究与创新转化的能力，在科研产出和临床成果转化方面取得突破性成果，实现产学研一体化发展，为浙
江省奋力推进“两个先行”、健康中国省域示范区和中医药综合改革示范区建设贡献中医药力量。

专家主旨报告会上，北京大学屠鹏飞教授作了《中成药整体质量控制研究与标准体系建立》主题报告，
介绍了中药复杂体系新的解析方法和技术以及中成药质量控制标准体系。浙江中医药大学秦路平教授作了《中
药与健康的创新研究与实践》主题报告，提出了中医药治疗骨质疏松症的治则和目前存在的问题，以多个案
例阐释了中药对不同类型骨质疏松症的共同病理机制和特有致病因素的干预作用。温州医科大学高红昌教授
作了《肠道微生物中产乙酸菌的减少通过肠 - 脑神经机制加速糖尿病认知功能障碍》主题报告，阐述了肠道
微生物代谢产物乙酸通过肠脑轴对认知功能保护的新机制。浙江省立同德医院黄飞华教授作了《道地药材研
究现状与应用转化展望》主题报告，分析了国内道地药材研究现状与进展、技术研究前景，并对如何更好推
进道地药材在临床上的应用和转化进行展望。浙江省人民医院童向民教授作了《临床医生如何开展临床研究》
主题报告，从临床研究方案设计、受试者筛选、伦理要求、研究类型和中医特色等多方面阐述了如何进行规
范化临床研究，促进成果转化。浙江省农业科学院袁玉伟教授作了《新时代中药高质量供给与道地性溯源鉴
别》主题报告，基于食材和药材在不同生长阶段、不同产地以及不同栽培方式的同位素以及矿物质元素之间
的差异构建道地性溯源质量体系，为中药材的溯源鉴别提供了新思路和新方法。浙江大学医学院附属第一医
院楼燕教授作了《浅谈中药人用经验的临床评价与转化研究》主题报告，介绍利用中医临床治疗技术、临床
研究方法、制剂研发平台，开展中药的临床评价与转化研究。浙江省中医药研究院浦锦宝教授作了《林下道
地药材生态种植与质量保障》主题报告，针对当前中药产业面临亟待解决的问题，深入阐述从源头把控中药
质量的重要性，同时介绍了浙江省林下中药材生态种植模式和案例，强调中药材 GAP 基地建设和中药全产业
链质量追溯体系构建的重要性。

本次年会同时召开两个卫星会议，分别邀请浙江大学医学部卫生政策学研究中心主任董恒进教授、杭州
师范大学药学院院长谢恬教授、浙江中医药大学药学院院长李范珠教授、浙江大学医学院附属第一医院临床
药学部主任赵青威教授、浙江大学医学院附属第二医院药学部主任戴海斌教授、中国科学院大学附属肿瘤医
院药剂科主任方罗教授、上海长征医院吴宗贵教授、浙江大学医学院附属第二医院黄品同教授、浙江省立同
德医院药学部副主任张美玲教授，围绕药学科研实践、芳香温通方药临床转化专题，进行深入探讨与交流。

（浙江省中西医结合学会临床研究与转化医学专业委员会 供稿）


