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补肾活血中药激活
++E

#

6

信号通路动员

大鼠骨髓
<E&F

的分子机制研究

戴国华#

$张$彤!

$吴$波#

$焦华琛#

$刘元峰$

$宋宪波8

摘要$目的$探讨补肾活血中药对心肌梗死!

=G0D>H@?>1 ?-I>HDJ?0-

"

+(

#模型大鼠骨髓$外周血内皮

祖细胞!

.-@0JB.1?>1 KH0A.-?J0H D.11F

"

<E&F

#数量及骨髓基质金属蛋白酶
6

!

=>JH?L =.J>110KH0J.?->F.

6

"

++E

#

6

#信号通路的影响% 方法$结扎法建立大鼠
+(

模型"

$"

只造模成功大鼠随机分为补肾活血中药

高剂量组$补肾活血中药低剂量组和模型组"每组
#"

只"另取
#"

只正常大鼠为空白组% 补肾活血中药高$

低剂量组分别用补肾活血中药按
$ AMNA

$

#

!

; AMNA

加生理盐水
8 =7

灌胃"每天
#

次% 空白组及模型组每天

单用生理盐水
8 =7

灌胃
#

次%

8

周后骨髓$外周血
<E&

培养"

:

天后收集贴壁细胞运用流式细胞仪鉴定

&O$8M&O#$$

表型"

*.FJ.H- P10J

法检测
++E

#

6

和水溶性
Q?J

配体!

F010,P1. Q?J 1?A>-@

"

FQ?J7

#"

<7(RS

法检测血管内皮生长因子!

T>FD,1>H .-@0JB.1?>1 AH0UJB I>DJ0H

"

/<VW

#和基质细胞衍生因子#

#!

!

FJH0=>1

D.11

#

@.H?T.@ I>DJ0H

#

#!

"

ROW

#

#!

#% 结果$补肾活血中药高$低剂量组骨髓和外周血表达
&O$8M&O#$$

阳

性率$

<E&

数量均高于模型组!

E X"

!

";

"

E X"

!

"#

#&且两组骨髓和外周血
/<VW

$

ROW

#

#!

$

++E

#

6

和
FQ?J7

表达均高于模型组!

E X"

!

";

"

E X"

!

"#

#% 结论$补肾活血中药能够激活
++E

#

6

信号通路"增加其上游和

下游信号表达水平"动员骨髓
<E&

进入血液循环%

关键词$心肌梗死模型大鼠&内皮祖细胞&补肾活血中药&基质金属蛋白酶
6

信号通路
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$

OS( V,0

#

B,>

#

!

4YS3V

)0-A

!

!

*\ Z0

#

!

'(S] Y,>

#

DB.-
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# O.K>HJ=.-J 0I &>H@?010AG

!

SII?1?>J.@ Y0FK?J>1 0I RB>-@0-A \-?T.HF?JG 0I )H>@?J?0->1 &B?-.F. +.@?D?-.

!

'?->-

$

!;""##

%!

&B?->

&

! O.

#

K>HJ=.-J 0I SD,K,-DJ,H. >-@ +0L?P,FJ?0-

!

SII?1?>J.@ Y0FK?J>1 0I RB>-@0-A \-?T.HF?JG 0I )H>@?J?0->1 &B?

#

-.F. +.@?D?-.

!

'?->-

$

!;""##

%!

&B?->

&

$ &011.A. 0I SD,K,-DJ,H. >-@ +>FF>A.

!

RB>-@0-A \-?T.HF?JG 0I

)H>@?J?0->1 &B?-.F. +.@?D?-.

!

'?->-

$

!;""#8

%!

&B?->

&

8 W?HFJ &1?-?D>1 +.@?D>1 &011.A.

!

RB>-@0-A \-?T.HF?

#

JG 0I )H>@?J?0->1 &B?-.F. +.@?D?-.

!

'?->-

$

!;""#8

%!

&B?->

SZR)5S&)

$

]P`.DJ?T.

$
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!

JB. 10U @0F. &YR(ZS

AH0,K

!

>-@ JB. =0@.1 AH0,K

!

#" ?- .>DB AH0,K2 Z.F?@.F

!

>-0JB.H #" -0H=>1 H>JF U.H. H.DH,?J.@ >F JB.
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!
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&
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&

&B?-.F. B.HPF I0H RB.- ?-
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T?A0H>J?-A >-@ P100@ >DJ?T>J?-A
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++E

#

6 F?A->1?-A K>JBU>G

$$内皮祖细胞 $

.-@0JB.1?>1 KH0A.-?J0H D.11F

!

<E&

%是一种能定向分化为血管内皮细胞的前体细

胞!主要来源于骨髓!经过血液循环到达受损内皮!参

与血管内皮损伤的修复'

#

(

) 基质金属蛋白酶#

6

$

=>

#

JH ?L =.J>110KH0J.?->F. 6

!

++E

#

6

%又称明胶酶
Z

!在

细胞外基质胶原重构过程中具有重要作用!与多种心

血管疾病的发生*发展有关) 研究证实!

++E

#

6

介导

的细胞外基质的重建是动员
<E&

的关键环节'

!

(

) 前

期研究发现!补肾活血中药能够增加外周血
<E&

并归

巢到心肌!增加缺血心肌组织
<E&

数量!促进侧支循

环的建立和毛细血管的新生'

$

(

) 因此!本实验基于

++E

#

6

信号通路!探讨了补肾活血中药动员骨髓

<E&

进入血液循环的分子机制!报告如下)

材料与方法

#

$实验动物$健康
%

周龄
RO

雄性大鼠
%"

只!

REW

级!体重$

#9"

&

!"

%

A

!由山东中医药大学实验动

物中心提供!生产许可证号#

R&_Q

$鲁%

!"";

"

""#;

)

!

$试剂和仪器$试剂#胎牛血清$

W&R

!浙江天

杭生物有限公司%&

O+<+

高糖诱导培养基*

O+<+

低糖诱导培养基*

+#66

诱导培养基$美国
V?PD0

公

司%&兔抗大鼠
&O$8

多克隆抗体*兔抗
W()&

#

&O#$$

抗体*羊抗兔
(AV

$

Y b 7

%!

,-D0-`,A>J.@

$美国
R>-

#

J> &H,[

公司%&

<7(RS

检测试剂盒$上海雅吉生物科

技有限公司%&

3]

检测试剂盒$南京建成科技有限公

司%) 仪器#

O*

#

$"""

动物呼吸机$北京众实迪创科

技发展有限责任公司%&

#!"#"%<4 7>-A.-@0HII

灌流

系统$美国
5>@-0J?

公司%&

SL?0T.HJ 8"& ]1G=K,F

倒置相差显微镜$德国
4.?FF

公司%&

WS&R&>1?P,H

流

式细胞仪$美国
ZO

公司%&

Z?0

#

5>@%9"

酶标仪$美国

Z?0

#

5>@

公司%)

$

$实验药物$补肾活血中药由山东中医药大学

附属医院制剂室优选工艺制成!由女贞子*沙苑子*肉

桂*黄芪*川芎*三七粉组成!批号#

"$"$$86

!规格#

$ AM

包!每包含生药量
$" A

)

8

$方法

8

!

#

$

+(

动物模型制作$随机选取
;"

只大鼠制

作
+(

模型!采用结扎法!参照
OH.L1.H Y

等方法'

8

!

;

(

)

用
#"c

水合氯醛
"

!

$ =7M#"" A

腹腔注射!麻醉固定

后记录心电图) 颈部分离气管!待打开胸腔时连接小

动物呼吸机!放置开胸器暴露心脏!剪开心包!在肺动

脉圆锥与左心耳交界稍下
! ==

处用无创性缝线结

扎左侧冠状动脉前降支$

7SO

%!记录心电图出现
d

波*

R)

段抬高*

)

波高耸或倒置'

%

(

!证实结扎成功后逐

层缝合胸壁) 待大鼠出现自主呼吸后!撤掉呼吸机!关

闭气管) 术后
!8 B

存活者即为模型制作成功) 最终

$"

只大鼠造模成功)

8

!

!

$分组及给药方法$将造模成功的
$"

只
RO

大鼠随机分为补肾活血中药高剂量组*补肾活血中药

低剂量组及模型组!每组
#"

只!未经造模的正常
RO

大鼠
#"

只作为空白组) 补肾活血中药高*低剂量组分

别用补肾活血中药按
$ AMNA

*

#

!

; AMNA

$分别按成人用

量的
#"

倍*

;

倍计算%加生理盐水
8 =7

灌胃'

:

(

!每天

#

次) 空白组及模型组每天单用生理盐水
8 =7

灌胃

#

次) 灌胃
8

周后采集标本)

8

!

$

$大鼠骨髓*外周血
<E&

培养

8

!

$

!

#

$骨髓
<E&

培养$无菌条件下剪取大鼠

双侧股骨和胫骨!

:;c

乙醇中浸泡
#; =?-

!剪除一侧

骨端暴露骨髓腔!用
; =7

注射器抽吸骨髓注入培养

瓶!以
# e$

'

#"

; 的密度悬浮于
; =7 O+<+

$低糖%

诱导培养基$含
!"c

胎牛血清*青霉素
#"

;

(\M7

*链霉

素
#"" =AM7

%中!

$:

(*

;c &]

!

培养箱培养) 每

$

天换液
#

次)

8

!

$

!

!

$外周血
<E&

培养$无菌条件下心脏采

血
$ =7

)用
EZR

等体积$

#

)

#

%稀释血液!吸取淋巴细

胞分层液
; =7

加入
#; =7

离心管中!稀释血液沿管

壁徐徐加入分层液上!保持二者界面清晰) 离心

#; =?-

$

! """ H M=?-

%后吸取乳白色混浊的单核细胞

$

+3&

%层!

EZR

洗涤
!

次后以
# e$

'

#"

; 的密度悬

浮于
; =7 +#66

诱导培养基$含
!"c

胎牛血清*

<VW
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#" "AM7

*青霉素
#"

;

(\M7

*链霉素
#"" =AM7

%中!均匀

铺在
W3

包被的培养瓶内)

$:

(*

;c&]

!

培养箱培

养!

89 B

后以
+#66

诱导培养基轻轻洗去未贴壁细胞!

继续上述完全培养基培养!每
$

天换液
#

次)

8

!

8

$骨髓*外周血
<E&

表型鉴定$参考文献

'

9

(#细胞培养至第
:

天!

"

!

!;c

的胰酶消化细胞后用

EZR

重悬细胞!光镜下计数) 分别设立同型对照管

S

*单标管
Z

*单标管
&

和双标管
O

!每管加入

#

'

#"

;

e#

'

#"

%个细胞) 对照管
S

加入同型抗体
! "7

(AV

#

!单标管
Z

加入
! "7 W()&

#抗
&O#$$

$

#

)

!""

%!单

标管
&

加入
! "7

抗
&O$8

$

#

)

!""

%!

8

(孵育
$" =?-

后

加入
! "7 E<

#

(AV

#

&双标管
O

中加入
! "7

抗
&O$8

!

8

(孵育
$" =?-

后加入
! "7 E<

#

(AV

#

和
! "7 W()&

#

抗
&O#$$

)

8

(孵育
$" =?-

!

EZR

洗涤
!

次) 流式细

胞仪检测!鉴定
&O$8M&O#$$

细胞数)

8

!

;

$

<7(RS

法检测血管内皮生长因子$

T>FD,

#

1>H .-@0JB.1?>1 AH0UJB I>DJ0H

!

/<VW

%和基质细胞衍

生 因 子#

#!

$

FJH0=>1 D.11

#

@.H?T.@ I>DJ0H

#

#!

!

ROW

#

#!

%表达$细胞培养至第
:

天!分别收集各培养

液
! =7

!离心
#" =?-

$

$ """ H M=?-

%!设置标准孔*样

品孔和空白孔!严格按照说明书进行操作!酶标仪

8;" -=

波长处测定各孔
]O

值)

8

!

%

$

*.FJ.H- P10J

检测
++E

#

6

*水溶性
Q?J

配

体$

F010,P1. Q?J 1?A>-@

!

FQ?J7

%蛋白表达$细胞培养

至第
:

天!弃去培养液!用
EZR $ =7

洗涤
#

次!加入

裂解液!放置
# e ! =?-

!收集液体离心
8 =?-

$

#! """ H M=?-

%后收集蛋白液) 设立补肾活血中药

高*低剂量组!模型组和空白组!各加
9" "7

蛋白质样

品和
!" "7 ;

'

ROR

样品处理液!

#""

(加热
: =?-

后冰浴冷却) 凝胶加样孔加样!左侧第
#

孔加入

#" "7

蛋白预染
+>HN.H

!其他孔分别加入
#" "7

不同

样品!进行电泳操作!转印完毕!封闭液封闭!

$:

(恒

温箱孵育
# B

)然后各加入一抗兔抗
++E

#

6

抗体

#; "7

和一抗兔
S-J?

#

FQ?J7#; "7

!并加入内参抗

#

#

>DJ?-

兔多克隆抗体
$ "7

!

8

(孵育过夜) 取出膜

EZR

洗涤
$

次!每次
; =?-

) 加入二抗羊抗兔
(AV

$

Y b7

%!

,-D0-`,A>J.@ $ "7

!室温温育
# B

) 取出膜

EZR

洗涤
$

次!每次
; =?-

) 配制
OSZ

染色剂加在

膜上!密切观察显色过程)

#" =?-

后以流水漂洗终止

显色反应!凝胶成像系统观察显影结果)

8

!

:

$统计学方法$采用
RERR #%

!

"

软件!计量

资料以
L

&

F

表示!组间均数比较采用两组间独立样本

J

检验!两两比较采用
7RO

#

J

检验!

E X"

!

";

为差异有

统计学意义)

结$$果

#

$骨髓*外周血
<E&

培养鉴定情况

#

!

#

$骨髓*外周血
<E&

形态学特征$图
#

*

!

%

骨髓细胞接种
; B

后即开始贴壁$图
#

#

S

%&

$

天后贴

壁细胞渐伸长变型!呈纺锤形*梭形和多角形$图
#

#

Z

%&培养
:

天后贴壁细胞数量明显增加!

#"

天后细胞

基本长满培养瓶底$图
#

#

&

%) 外周血培养
!

天贴壁细

胞开始伸展$图
!

#

S

%&

$

天细胞开始融合$图
!

#

Z

%&培

养
:

天即出现梭形样内皮细胞$图
!

#

&

%)

$$注#

S

为部分细胞贴壁&

Z

为细胞伸长变形&

&

为细胞融合

图
#

$骨髓
<E&

形态特征$ '

!""

%

$$注#

S

为贴壁细胞伸展&

Z

为细胞开始融合&

&

为细胞成梭形或线样

图
!

$外周血
<E&

形态学特征$ '

!""

%
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$$
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%
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!

%

$$

#

!

!

$各组大鼠骨髓*外周血
<E& &O$8M&O#$$

表面抗原表达比较 $表
#

% $用抗
&O$8

*

W()&

#抗

&O#$$

标记细胞!结果模型组外周血表达
&O$8M

&O#$$

阳性率较空白组升高$

E X"

!

";

%&补肾活血中

药高*低剂量组骨髓和外周血表达
&O$8M&O#$$

阳性

率较模型组均有明显升高$

E X"

!

";

!

E X"

!

"#

%&且以

补肾活血中药高剂量组升高更为显著)

表
#

$各组大鼠骨髓*外周血
<E&

表面抗原

表达比较$$

c

!

L

&

F

%

组别
-

骨髓 外周血

空白
#" #9

*

:

&

8

*

; #"

*

%

&

#

*

;

模型
#" !"

*

#

&

$

*

8

#9

*

#

&

;

*

8

!

补肾活血中药低剂量
#"

%"

*

8

&

;

*

%

"

8%

*

9

&

$

*

;

"

补肾活血中药高剂量
#"

:9

*

#

&

!

*

;

""

%;

*

6

&

!

*

!

""

$$注#与空白组比较!

!

E X "

*

";

&与模型组比较!

"

E X "

*

";

!

""

E X

"

*

"#

!

$各组大鼠骨髓*外周血
<E&

数量比较$表
!

%

!""

倍镜下选取一个视野观察!发现模型组骨髓
<E&

数量较空白组有显著增高$

E X"

!

";

%&补肾活血中药

高*低剂量组骨髓及外周血
<E&

数量较模型组均有显

著增高!差异有统计学意义$

E X"

!

";

!

E X"

!

"#

%)

表
!

$各组大鼠骨髓*外周血
<E&

数量比较

$

D.11F

!

L

&

F

%

组别
-

骨髓 外周血

空白
#" 8"

*

;

&

$

*

# !:

*

%

&

8

*

6

模型
#"

:;

*

:

&

%

*

;

!

$!

*

%

&

8

*

;

补肾活血中药低剂量
#"

##!

*

;

&

8

*

$

"

;8

*

:

&

%

*

$

"

补肾活血中药高剂量
#"

#::

*

!

&

;

*

9

""

%6

*

!

&

$

*

!

""

$$注#与空白组比较!

!

E X "

*

";

&与模型组比较!

"

E X "

*

";

!

""

E X

"

*

"#

$$

$

$各组大鼠骨髓*外周血
/<VW

*

ROW

#

#!

表达比

较$表
$

%$模型组外周血
/<VW

表达高于空白组$

E X

"

!

";

%&补肾活血中药高*低剂量组骨髓*外周血
/<VW

及
ROW

#

#!

表达均高于模型组$

E X"

!

";

!

E X"

!

"#

%)

8

$各组大鼠骨髓
++E

#

6

和
FQ?J7

表达比较$图

$

!表
8

%$与空白组比较!模型组
++E

#

6

和
FQ?J7

表

达均升高$

E X "

!

";

%&与模型组比较!补肾活血中药

高*低剂量组
++E

#

6

和
FQ?J7

表达均明显升高!差异

有统计学意义$

E X"

!

";

!

E X"

!

"#

%)

表
8

$各组大鼠骨髓
++E

#

6

和
FQ?J7

表达比较$$

L

&

F

%

组别
- ++E

#

6 FQ?J7

空白
#" :

*

!6

&

#

*

#8 6

*

:$

&

#

*

";

模型
#"

#$

*

#%

&

#

*

9!

!

#:

*

#;

&

8

*

!#

!

补肾活血中药低剂量
#"

#%

*

9:

&

#

*

8;

"

!9

*

8#

&

!

*

#!

""

补肾活血中药高剂量
#"

!#

*

$8

&

!

*

%$

""

!8

*

%9

&

"

*

:8

"

$$注#与空白组比较!

!

E X"

*

";

&与模型组比较!

"

E X"

*

";

!

""

E X"

*

"#

讨$$论

研究证实!缺血组织可以释放缺氧诱导因子#

#!

$

BGK0L?> ?-@,D.@ I>DJ0H

#

#!

!

Y(W

#

#!

%

'

6

(

! 促 进

/<VW

和
ROW

#

#!

的表达增加!

/<VW

*

ROW

#

#!

与

<E&

表面的特异受体结合!促使骨髓
++E

#

6

的释放

和激活) 在
++E

#

6

的作用下!

<E&

膜上的膜结合性

Q?J

配体$

=Q?J7

%转化为
FQ?J7

!

<E&

与基质细胞的结

合减弱!同时
FQ?J7

可以促进
<E&

的运动!从而使

<E&

从骨髓动员到外周血) 因此!由
++E

#

6

介导的

细胞外基质的重建是动员
<E&

的关键环节'

!

(

) 本研

究在前期工作的基础上!基于上述
++E

#

6

信号通路!

探讨了补肾活血中药动员缺血心肌大鼠骨髓
<E&

进

入血液循环的分子机制)

表
$

$各组大鼠骨髓*外周血
/<VW

*

ROW

#

#!

表达比较$$

L

&

F

%

组别
-

/<VW

$

KAM=7

%

骨髓 外周血

ROW

#

#!

$

-AM=7

%

骨髓 外周血

空白
#" 8;

*

!!

&

9

*

%8 $6

*

!%

&

!

*

#6 ;

*

%;

&

"

*

#8 ;

*

;$

&

"

*

#$

模型
#" ;$

*

;;

&

#

*

"$

89

*

$"

&

%

*

%!

!

;

*

96

&

"

*

#! ;

*

9"

&

"

*

!;

补肾活血中药低剂量
#"

%9

*

!%

&

;

*

8:

"

%#

*

!"

&

!

*

$!

"

:

*

"$

&

"

*

$%

""

:

*

"8

&

"

*

6!

""

补肾活血中药高剂量
#"

:6

*

$9

&

:

*

";

"

:;

*

%6

&

;

*

:9

"

9

*

!#

&

"

*

!$

""

:

*

8"

&

"

*

%#

""

$$注#与空白组比较!

!

E X"

*

";

&与模型组比较!

"

E X"

*

";

!

""

E X"

*

"#

$$注#

+

为
+>HN.H

&

S

为模型组&

Z

为补肾活血中药低剂量组&

&

为空白组&

O

为补肾活血中药高剂量组

图
$

$各组大鼠骨髓
<E& ++E

#

6

和
FQ?J7

表达比较
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$$研究结果表明!补肾活血中药高*低剂量组骨髓

++E

#

6

释放增多&模型组外周血
/<VW

较空白组增

加!但骨髓
/<VW

*骨髓和外周血
ROW

#

#!

表达均较空

白组有所增加!差异无统计学意义!表明缺血组织释放

的
Y(W

#

#!

虽然可以促进
/<VW

和
ROW

#

#!

表达增加!

但自身作用有限&补肾活血中药高*低剂量组骨髓*外

周血
/<VW

*

ROW

#

#!

及
FQ?J7

表达的结果证实
++E

#

6

上游和下游信号的表达水平增加) 模型组骨髓*外

周血
<E&

数量*

<E&

表面抗原表达表明
+(

后骨髓

<E&

应激性动员!数量增加!但
<E&

绝对数量较低!

自身应激动员作用不明显&而补肾活血中药高*低剂量

组骨髓及外周血
<E&

数量明显增加!表明补肾活血中

药能够动员骨髓
<E&

到外周血液循环!其作用机制与

激活骨髓
++E

#

6

信号通路相关)

中医学认为!+心本于肾,*+补肾生血,*+活血生

肌,!肾脏阴阳的虚衰和失调是冠心病的重要病理基

础!从肾论治冠心病有着丰富的临床经验!且相对安

全) 我们以补肾活血中药为主处方#女贞子*沙苑子*

肉桂*黄芪*川芎*三七粉!优选工艺研制的现代中药

$院内制剂%!治疗冠心病心绞痛的研究结果显示!治

疗后心肌缺血总负荷减少!与治疗前比较差异有统计

学意义$

E X"

!

"#

%!减少幅度显著大于复方丹参滴丸

组$

E X "

!

"#

%!表明该药具有较好的抗心肌缺血作

用'

#"

(

) 而且继续研究发现!该药能够促进心肌梗死模

型大鼠心脏缺血心肌侧支循环的建立和毛细血管的新

生!发挥+自身血管搭桥,的作用!机制可能与缺血心

肌中
/<VW

表达上调有关'

##

(

) 药理研究表明!女贞子

能改善心肌缺血的心电图!沙苑子总黄酮有扩张血管

的作用!川芎嗪对麻醉兔心肌缺血再灌注所致心肌损

伤有保护作用!三七总皂苷有抗心肌缺血及对缺血心

肌再灌注的保护作用'

#!

(

) 因此!可以推断补肾活血中

药能够激活
++E

#

6

信号通路!增加
/<VW

*

ROW

#

#!

及
FQ?J7

信号表达水平!从而动员骨髓
<E&

进入外周

血!到达受损内皮!参与血管内皮损伤的修复!为寻找

安全有效的骨髓
<E&

调动剂!防治动脉粥样硬化性疾

病提供理论支持)
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