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秦秀虹

作者简介：卢建民，男，１９８０年４月
出生，河北保定人，博士，副主任医
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修回日期：２０１４１１０５
本文编辑：周志新
△基金项目：国家自然科学基金资

助（编号：８１３００７３７）
作者单位：１１６０１１　辽宁省大连市，
大连医科大学附属第一医院眼科

（卢建民，郑癑，马翔，秦秀虹）；

２０００８０　上海市，上海交通大学附
属上海市第一人民医院眼科（张珍
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【关键词】　多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶１；核因子κＢ；视网膜血管内皮细胞；糖尿病视网
膜病变

【摘要】　目的　探讨多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶１［ｐｏｌｙ（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓ１，ＰＡＲＰ１］和核因子κＢ（ｎｕ
ｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）在高糖人视网膜血管内皮细胞（ｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＲＶＥＣ）中的相互作用及其在人 ＲＶＥＣ中
的表达定位及作用机制。方法　体外培养人 ＲＶＥＣ及 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，并进行传代，同时构建高糖人 ＲＶＥＣ细胞模型。构建
ＰＡＲＰＥＧＦＰ及ＦｌａｇＮＦκＢ质粒，酶切鉴定后转染高糖培养的人ＲＶＥＣ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测重组质粒表达目的基因的效果，并应
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法和免疫共沉淀法检测高糖人ＲＶＥＣ中ＰＡＲＰ１和ＮＦκＢ的相互作用。ＰＡＲＰＥＧＦＰ和ＦｌａｇＮＦκＢ质粒共转染
人ＲＶＥＣ，激光共聚焦扫描显微镜检测ＰＡＲＰ１和ＮＦκＢ在高糖人ＲＶＥＣ中的定位及其相互作用。结果　人ＲＶＥＣ复苏后２４ｈ
贴壁，细胞呈扁平梭形，３ｄ左右细胞开始融合呈铺路石样，单层生长，铺满瓶底，并可见接触抑制现象。成功构建 ＰＡＲＰＥＧ
ＦＰ及ＦｌａｇＮＦκＢ质粒，并有效表达目的基因。免疫共沉淀结果显示 ＰＡＲＰ１和 ＮＦκＢ是相互作用的蛋白质，高糖组 ＮＦκＢ
ｐ５０的条带比正常对照组明显增粗，并且高糖情况下 ＰＡＲＰ１结合 ＮＦκＢ的量较正常对照组明显增加。激光共聚焦扫描显
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微镜结果显示ＰＡＲＰ和ＮＦκＢ均表达于正常的人ＲＶＥＣ的细胞核和核周区域，当受到高浓度葡萄糖影响后，ＰＡＲＰ１和 ＮＦ
κＢ均集中表达于细胞核内，尤以ＮＦκＢ最显著。结论　ＰＡＲＰ１和 ＮＦκＢ是相互作用的蛋白质，血糖增高时，ＰＡＲＰ１可能
进入细胞核内并结合同时进入细胞核的ＮＦκＢ，激活ＮＦκＢ信号通路，引起ＲＶＥＣ凋亡，导致ＤＲ的发生。

　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
糖尿病主要并发症之一，常引起视力下降，最终可导

致失明［１］。血糖增高是导致 ＤＲ病理变化的直接原
因［２］，血糖升高引起的视网膜病变血管紊乱以异常

血流、血管渗透性增加及毛细血管的低灌注或无灌

注为主要特征，并主要与高糖引起的视网膜各细胞

的凋亡有关［３］。多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶１［ｐｏｌｙ
（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓ１，ＰＡＲＰ１］
是一类存在于多数真核细胞中的蛋白质翻译后修饰

酶，被认为与 ＤＲ的病理过程密切相关［４］。核因子
κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）是一种多向性核转录
调节因子，能调节许多靶基因的表达，参与了感染、

炎症、免疫反应、细胞凋亡和肿瘤等病理过程以及细

胞周期调控与细胞分化等［５］。研究表明 ＰＡＲＰ１和
ＮＦκＢ信号通路参与了ＤＲ病理过程的发生，引起细
胞凋亡［６］。Ｈａｓｓａ等［７］发现，高糖会增加细胞ＮＦκＢ
活性，但在 ＰＡＲＰ１活性被抑制的细胞中 ＮＦκＢ表
达下降。本实验对人视网膜血管内皮细胞（ｒｅｔｉｎａｌ
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＲＶＥＣ）进行高糖培养，并体
外构建ＰＡＲＰＥＧＦＰ及ＦｌａｇＮＦκＢ质粒，转染高糖人
ＲＶＥＣ，应用免疫共沉淀及激光共聚焦显微镜法探讨
ＰＡＲＰ１和ＮＦκＢ的相互作用和作用部位及机制，为
进一步研究ＤＲ的发生机制提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及材料　人 ＲＶＥＣ（美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ实
验室），ＨＥＫ２９３Ｔ细胞（同济大学医学院干细胞实验
室，上海），ｐＦｌａｇＣＭＶ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），ｐＥＧＦＰＣ１
（美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司），ＡｎｔｉＰＡＲＰ抗体 （ＣＡＢＴ
３０４２０ＭＨ），ＡｎｔｉＮＦκＢ抗体（ＭＡＢ３０２６），Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ
荧光标记二抗、羊抗鼠二抗（美国 Ｓａｎｔａ公司）；胎牛
血清、ＬＤＭＥＭ培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），青链霉素（上
海索莱宝生物有限公司），磷酸钙转染试剂盒（北京

迈晨科技有限公司），ＲＮＡ提取试剂盒、ＤＬ２０００ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ、ＲＴＰＣＲ试剂盒（北京天根生化科技有限公
司），ＰＩＰＡ裂解液（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＰＶＤＦ转印膜、
Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司），ＥＣＬ试
剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＤＡＢ显色试剂盒（北京
天根生物有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　人 ＲＶＥＣ及 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的传代与培养
　取冻存的人 ＲＶＥＣ，复苏后培养于含体积分数
１０％胎牛血清、１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青链霉素的 Ｌ
ＤＭＥＭ培养基中，２～３ｄ换液１次。人 ＲＶＥＣ为贴
壁细胞，细胞密度达到５０％时可进行传代。超净台
内，倒掉人 ＲＶＥＣ的培养基，ＰＢＳ漂洗 １次，加入 ４

ｍＬ胰蛋白酶，２ｍｉｎ；终止消化后细胞悬液移至 １５
ｍＬ离心管中，５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清；加入
１０ｍＬ新鲜 ＬＤＭＥＭ混匀细胞，并分别均匀地加入
到５个细胞培养瓶中，每个培养瓶含１０ｍＬ新鲜培
养基，放入含体积分数５％ＣＯ２、３７℃的 ＣＯ２培养箱
中继续培养，２～３ｄ换液１次，每天观察细胞密度，
细胞融合度不应超过５０％。高糖培养的人ＲＶＥＣ葡
萄糖浓度为 ３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的传代
与培养同人ＲＶＥＣ。
１．２．２　ＰＡＲＰＥＧＦＰ及 ＦｌａｇＮＦκＢ质粒构建、转
染及鉴定　应用ＲＮＡ提取试剂盒提取 ＨＥＫ２９３Ｔ细
胞总ＲＮＡ，－８０℃保存。设计并合成引物，ＰＡＲＰ１
引 物：５’ＡＧＡＴＣＴＧＣＧＧＡＧＴＣＴＴＣＧＧＡＴＡＡＧＣＴＣ
３’；５’ＧＡＡＴＴＣＴＴＡＣＣＡＣＡＧＧＧＡＧＧＴＣＴＴＡＡＡ３’；
ＮＦκＢ 引 物：５’ＡＡＧＣＴＴＧＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＣＣＡ
ＴＡＴＴ３’；５’ＡＧＡＴＣＴＣＴＡＡＡＴＴＴＴＧＣＣＴＴＣＴＡＧＡ３’
（上海生工生物工程有限公司）。应用 ＲＴＰＣＲ试剂
盒进行扩增反应，将目的基因与载体 ｐＦｌａｇＣＭＶ、
ｐＥＧＦＰＣ１酶切后分别进行连接、转化及酶切鉴定。
应用磷酸钙转染试剂盒将 ＰＡＲＰＥＧＦＰ质粒和 Ｆｌａｇ
ＮＦκＢ质粒转染人 ＲＶＥＣ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测重组
质粒目的基因的表达。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫共沉淀方法检测高糖人
ＲＶＥＣ中 ＮＦκＢ与 ＰＡＲＰ１相互作用　提取人
ＲＶＥＣ细胞总蛋白，测定蛋白浓度后 －８０℃保存。
将实验组样品调整浓度后，加上样缓冲液进行 ＳＤＳ
凝胶电泳，电泳后进行转膜１．５ｈ。转膜完毕后，用
ＴＢＳ室温洗膜５ｍｉｎ，然后用３０ｇ·Ｌ－１ＢＳＡ封闭过
夜。一抗室温孵育 ２ｈ后，ＴＢＳＴ洗 ３次，每次 １０
ｍｉｎ。二抗室温孵育 １ｈ后，ＴＢＳＴ洗 ３次，每次 １０
ｍｉｎ，最后进行 ＥＣＬ显色。每组实验分别重复３次。
免疫共沉淀法立即将提取的细胞总蛋白与 ｐｒｏｔｅｉｎＡ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ孵育１ｈ，４℃；加入一抗孵育，４℃过夜，形
成的免疫复合物经过处理后进行ＳＤＳ凝胶电泳。
１．２．４　激光共聚焦扫描显微镜观察ＰＡＲＰ１和ＮＦ
κＢ在高糖人 ＲＶＥＣ的表达变化　取培养的人
ＲＶＥＣ，分为对照组及高糖组 （葡萄糖浓度为
３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１），当细胞融合度达到７０％ ～８０％时，
应用磷酸钙转染试剂盒进行 ＰＡＲＰＥＧＦＰ及 Ｆｌａｇ
ＮＦκＢ质粒转染。４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定细胞，山
羊血清封闭１ｈ，加入 ＡｎｔｉＮＦκＢ抗体（１１０００）孵
育２ｈ，再加入罗丹明标记的二抗（１５０００）孵育１
ｈ。最后ＤＡＰＩ染核，并在激光共聚焦扫描显微镜下
观察。

２　结果

２．１　人ＲＶＥＣ的形态学特点　倒置相差显微镜下
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观察，人ＲＶＥＣ复苏后２４ｈ贴壁，细胞呈扁平梭形，３
ｄ左右细胞开始融合呈铺路石样，单层生长，铺满瓶
底，并可见接触抑制现象。

２．２　ＰＡＲＰＥＧＦＰ、ＦｌａｇＮＦκＢ质粒构建酶切鉴定
　ＰＡＲＰＥＧＦＰ、ＦｌａｇＮＦκＢ质粒构建后酶切鉴定见
图１。ＰＡＲＰＥＧＦＰ质粒经ＥｃｏＲＩ及ＢｇｌⅡ双酶切后，
凝胶电泳可见大小约３０５４ｂｐ的片段，符合 ＰＣＲ产
物条带大小；ＦｌａｇＮＦκＢ质粒经ＨｉｎｄⅢ及ＢｇｌⅡ双酶
切后，凝胶电泳可见大小约 ２９１６ｂｐ的片段，符合
ＰＣＲ产物条带大小。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐａｆｔｅｒＰＡＲＰＥＧＦＰａｎｄＦｌａｇＮＦκＢ
ｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（ＤＮＡｍａｒｋｅｒｗａｓＤＬ２０００）　ＰＡＲＰＥＧＦＰ及
ＦｌａｇＮＦκＢ质粒酶切后电泳检测图（ＤＮＡｍａｒｋｅｒ为ＤＬ２０００）

２．３　ＰＡＲＰＧＦＰ质粒转染结果　将带 ＧＦＰ的空质
粒和 ＰＡＲＰＥＧＦＰ质粒转染人 ＲＶＥＣ，对照组和
ＰＡＲＰＥＧＦＰ质粒转染组细胞在荧光显微镜下均出
现明亮的绿色荧光，表明转染成功（图２）；ＦｌａｇＮＦ
κＢ由于没有 ＧＦＰ标记，则以带 ＧＦＰ的空质粒为对
照来判定ＦｌａｇＮＦκＢ质粒转染结果。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰＡＲＰＥＧＦＰｐｌａｓｍｉｄｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｈｕｍａｎＲＶＥＣ
　ＰＡＲＰＥＧＦＰ质粒转染人ＲＶＥＣ

２．４　ＰＡＲＰＥＧＦＰ和 ＦｌａｇＮＦκＢ质粒功能鉴定　
分别将对照组空质粒、ＰＡＲＰＥＧＦＰ和 ＦｌａｇＮＦκＢ质
粒转染人ＲＶＥＣ，检测重组质粒表达目的基因的效果，
结果显示：ＰＡＲＰＥＧＦＰ和 ＦｌａｇＮＦκＢ质粒转染组其
ＰＡＲＰ１和ＮＦκＢ表达量比相应对照组显著增加（图
３），说明重组质粒能有效上调目的基因的表达。
２．５　免疫共沉淀法检测高糖人ＲＶＥＣ中ＮＦκＢ与
ＰＡＲＰ１相互作用　为了研究高糖情况下 ＰＡＲＰ１
是否与ＮＦκＢ具有相互作用，应用ＩｇＧ做阴性对照，
免疫共沉淀结果显示：高糖组 ＮＦκＢｐ５０的条带比

正常对照组明显增粗，说明 ＰＡＲＰ与 ＮＦκＢ是相互
作用的蛋白质，且高糖培养的人 ＲＶＥＣ中与 ＰＡＲＰ１
结合的ＮＦκＢ量显著增加（图４）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｄｅ
ｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ａ：ＰＡＲＰＥＧＦＰｐｌａｓｍｉｄ；Ｂ：ＦｌａｇＮＦκＢ
ｐｌａｓｍｉｄ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测重组质粒目的基因的表达。Ａ：
ＰＡＲＰＥＧＦＰ质粒；Ｂ：ＦｌａｇＮＦκＢ质粒

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＰＡＲＰ１ａｎｄＮＦκＢｉｎｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｈｕｍａｎＲＶＥＣｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ　免疫
共沉淀法检测高糖人ＲＶＥＣ中ＮＦκＢ与ＰＡＲＰ１相互作用

２．６　激光共聚焦扫描显微镜观察结果　ＰＡＲＰＥＧ
ＦＰ和 ＦｌａｇＮＦκＢ质粒共转染人 ＲＶＥＣ，正常组
ＰＡＲＰ１和 ＮＦκＢｐ５０蛋白在细胞核和细胞质均有
表达，融合后可见青色为二者共同表达区域。高糖

组ＰＡＲＰ１和ＮＦκＢｐ５０蛋白基本表达于细胞核，融
合后可见青色为二者共同表达区域，均位于细胞核，

说明高糖时ＰＡＲＰ１和 ＮＦκＢｐ５０表达从核周转入
到核内（图５）。

３　讨论

ＤＲ是糖尿病的晚期眼部并发症，是目前主要的
致盲眼病之一，是一种微血管病变，随着人们生活水

平的提高和饮食结构的改变，我国糖尿病的患病率

日益增高，ＤＲ的发病几率也明显增加，其发病率随
年龄增长和糖尿病病程延长而增加。其发病机制包

括氧化应激、糖基化终末产物形成、多元醇途径亢

进、蛋白激酶 Ｃ激活、多种生长因子的过量表达
等［１］，并且许多信号通路被认为参与了ＤＲ的发生，
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＬｏｃａｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＰＡＲＰａｎｄＮＦκＢｐ５０ｉｎｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｃｕｌｔｕｒｅｄｈｕｍａｎＲＶＥＣｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｕｎｄｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｆ
ｔｅｒｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＥＧＦＰＰＡＲＰａｎｄＦｌａｇＮＦκＢｐ５０ｐｌａｓｍｉｄ　激光共聚焦扫描显微镜检测ＥＧＦＰＰＡＲＰ及ＦｌａｇＮＦκＢｐ５０共转染不同细胞
后ＰＡＲＰ及ＮＦκＢｐ５０在人ＲＶＥＣ表达位置的变化

包括ＰＡＲＰ１和 ＮＦκＢ信号通路等。ＰＡＲＰ１是一
类存在于多数真核细胞中的蛋白质翻译后修饰酶，

参与ＤＮＡ的损伤修复［８］。ＮＦκＢ是普遍存在于细
胞浆中以ｐ５０／ｐ６５异二聚体为形式的一种多向性核
转录调节因子，与 ＮＦκＢ的抑制性蛋白结合而呈非
活性状态，在调控细胞增殖、分化和凋亡方面具有重

要作用［９］，二者均被认为参与了 ＤＲ的病理过程［６］。

研究发现，在ＳＴＺ诱导１２周大鼠的视网膜神经节细
胞层、内核层、外核层及视网膜血管的内皮细胞及周

细胞的细胞核内均有 ＰＡＲＰ１的高表达［１０］。Ｚｈｅｎｇ
等［６］通过糖尿病大鼠模型的体内实验以及体外高糖

培养牛视网膜内皮细胞和视网膜血管的研究发现，

糖尿病可以明显激活 ＰＡＲＰ的活性，诱导视网膜发
生微血管病变。ＰＡＲＰ１还可能通过其他途径引起
细胞凋亡，如调节 Ｂｃ１２、Ｂｃ１ｘｌ磷酸化和凋亡诱导
因子从线粒体进入细胞核，引起细胞凋亡［１１］。并且

我们之前实验证明，在糖尿病小鼠视网膜及高糖培

养的人ＲＶＥＣ中ＰＡＲＰ１和 ｃａｓｐａｓｅ３的表达量明显
增加，推测高糖情况下 ＰＡＲＰ表达促进了 ｃａｓｐａｓｅ的
表达上调，进而导致内皮细胞凋亡，最终引起了视网

膜微血管病变［１２］。

另外，早已有文献［１３］证明激活 ＮＦκＢ是导致糖
尿病患者周细胞凋亡的重要原因，在糖尿病患者大

量凋亡的周细胞内均可检测到激活的 ＮＦκＢ，因此
认为由高血糖引起的ＮＦκＢ激活是导致糖尿病患者
周细胞凋亡的重要原因。研究发现，在高糖环境下，

周细胞内ＮＦκＢ被激活，促凋亡因子 Ｂａｘ发生过表
达，并且用ＮＦκＢ抑制剂可以抑制 Ｂａｘ蛋白的过表
达，而转染ＮＦκＢｐ６５亚基同样可以使 Ｂａｘ发生过
表达，促进周细胞凋亡［１３］。因此，随着糖尿病病程

的进展，血糖增高可激活ＮＦκＢ引起周细胞凋亡，视
网膜正常灌注破坏，加重低氧缺血，进一步激活 ＮＦ
κＢ，形成恶性循环。Ｈｏ等［１４］研究发现高糖可激活

ＮＦκＢ诱导人脐静脉内皮细胞凋亡。并且体外研究
发现，与普通水平血糖浓度相比，高糖聚合物能诱导

更多的ＰＡＲＰ１与ＮＦκＢｐ５０亚单位结合［７］，这说明

ＰＡＲＰ１是通过与 ＮＦκＢ结合而引起细胞凋亡的。
因此，我们建立高糖培养的人 ＲＶＥＣ，构建 ＰＡＲＰ
ＥＧＦＰ及 ＦｌａｇＮＦκＢ质粒，分别转染高糖培养的人
ＲＶＥＣ，应用免疫共沉淀法检测 ＰＡＲＰ１与 ＮＦκＢ的
相互作用，发现高糖下 ＰＡＲＰ１结合的 ＮＦκＢ的量
明显高于正常对照组，说明在血糖增高的情况下，

ＰＡＲＰ１和 ＮＦκＢ是相互作用的蛋白质，ＰＡＲＰ１是
通过与 ＮＦκＢ结合来激活 ＮＦκＢ信号，引起 ＲＶＥＣ
凋亡。同时，我们将ＰＡＲＰＥＧＦＰ和ＦｌａｇＮＦκＢ质粒
转染高糖培养的人ＲＶＥＣ，应用激光共聚焦显微镜的
方法检测ＰＡＲＰ１和ＮＦκＢ在内皮细胞内表达定位
及作用方式，结果发现 ＰＡＲＰ１和 ＮＦκＢ均表达于
正常人ＲＶＥＣ的细胞核和核周区域，当受到高浓度
葡萄糖影响后，ＰＡＲＰ１和ＮＦκＢ表达均集中位于细
胞核内，尤以 ＮＦκＢ最显著，说明高糖刺激下，
ＰＡＲＰ１进入细胞核，并与转位到细胞核内的 ＮＦκＢ
相结合而激活转录，引起细胞凋亡，最终引起微血管

的改变，共同介导了ＤＲ的发生。
综上所述，我们证明了血糖增高时，ＰＡＲＰ１与

进入细胞核内的 ＮＦκＢ结合并激活 ＮＦκＢ，启动靶
基因转录，引起细胞凋亡，参与了 ＤＲ的发生与发
展，为进一步探讨 ＤＲ发病机制及治疗提供了坚实
的理论和实验依据。

·４１１· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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