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:VT3

&文库是指生物不

同生长发育时期#特定组织或器官所转录的全部
A[T3

经反

转录形成的
:VT3

与载体连接后形成的克隆的集合#

:VT3

文

库是在基因组水平上研究某一生物特定器官'组织和发育时期

基因表达的前提和基础+

!

,

(全长
:VT3

文库是生物体内完整

的
A[T3

分子反转录而获得的
VT3

分子群集#是
A[T3

分

子群的一个完整的拷贝(全长
:VT3

文库不仅提供完整的

A[T3

信息#而且可以通过基因序列比对得到
A[T3

剪接信

息#此外#还可以对蛋白质序列进行预测及进行体外表达和通

过反向遗传学研究基因的功能等+

"

,

(全长
:VT3

文库的优点

明显#克隆大部分是全长的#有效提高了基因测序和生物信息

学分析的进程#利于后期蛋白质表达及功能分析(目前几乎所

有构建全长
:VT3

文库的方法都是基于真核生物完整
A[T3

的一个共同特征---)帽子*结构#即
A[T3

的
)b

端存在的

A

1

Y

===

T

=

2

结构(多数
:VT3

文库构建过程大致为分离总

[T3

#纯化
A[T3

#反转录成
:VT3

#然后与两端带有限制性

酶切位点的人工接头相连接#并将其插入到载体中#转染大肠

杆菌#得到
:VT3

文库(近年来全球众多学者一直在有计划'

大规模地进行一些重要模式生物的全长
:VT3

文库的构建及

研究#如拟南芥'水稻'果蝇'小鼠及猪等+

#

,

#这些生物全长

:VT3

文库已构建完成#得到大量有重要价值的数据(本文主

要介绍几种比较常用的全长
:VT3

文库的构建方法及其应用

进展(
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该法最早由
Q9;?

B

9A9

和
L?

8

90+

+

&

,于
!''&

年建立(它利

用完整的
A[T3

分子具有
)b

端帽子结构#而部分降解的
A[2

T3

分子没有此结构的特点#采用寡核苷酸$

+>,

8

+0?:>6+7,*6

&替

换
A[T3

的帽子结构#并标记
A[T3

的
)b

端(

首先利用细菌碱性磷酸酶$

E9:76;,9>9>@9>,06

=

D+/

=

D979/6

#

Z3M

&水解
)b

端无
A

1

Y

===

T

=

2

保护的部分#降解
)b

磷酸基团#

并防止截短的
A[T3

在后续反应中与寡核苷酸连接%然后用

烟草酸焦磷酸酶$

7+E9::+9:,*

=B

;+

=

D+/

=

D979/6

#

43M

&除去

A[T3)b

端的帽子结构#暴露磷酸基团%再用
4

&

[T3

连接酶

在
A[T3

的
)b

端连上一个寡核苷酸#作为引发第二链合成的

引物结合位点%最后#经
[42MW[

扩增'酶切'连接#只有完整

的
A[T3

才能合成
:VT3

#建成目的全长
:VT3

文库(不足

之处在于其涉及多种酶促反应#各种酶的效率直接影响文库的

最终质量#尤其是
4

&

[T3

连接酶%

A[T3

经过多步酶促反应

后#易发生降解#故
[T3

需要量大%

MW[

反应对模板量及长度

有一定选择性#易影响难扩增基因的克隆#导致文库中克隆的

代表性不强%反应所用的
43M

价格较贵#此法成本较高(有人

对
>̂,

8

+2:9
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8

法进行改进#以少量总
[T3

$约
!((

'

8

&替代

A[T3

作起始材料#寡核苷酸替换帽子结构后再分离
A[T3

进行
:VT3

合成#可避免
A[T3

在酶处理过程中被降解#构建

的文库在建库效率'全长比例和代表性等方面都有所提高+

)

,

(
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年
W>6

=

67

等+

-

,用
4

&

VT3

连接酶替代
4

&

[T3

连接酶#

在一定程度上提高了寡核苷酸
A[T3

的连接效率#提高了文

库全长比例(同年
7̂9

等+

1

,用此法完成了
"!"&#

条日本人

:VT3

文库的构建和测序#所构建文库中大约有
%)K

的克隆

为全长(

a,A

等+

%

,改良此法#提出
[T3

连接酶介导的
:VT3

末端快速扩增 $

[T3>,

8
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年
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等+
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,用
[\Q2

[3WN

确定拟南芥
\HY!

基因所有可能的转录起始位点(

"(('

年
4/?:D,D9;9

等+
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,将
>̂,
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8

法与大规模平行测

序技术结合#提出以高通量方式收集转录起始位点$

7;90/:;,

=

2

7,+0/79;7/,76/

#

4LL

&信息和定量分析转录物表达水平的方法(

改良后的
>̂,
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+2:9
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法被广泛用于实验研究(

L?A,+L?

8

92

0+

实验室利用此法不断完善人类基因转录起始位点数据库和

全长
:VT3

文库#通过对选定人类和小鼠
:VT3)b

端的测序#

获得
#$#

亿新标签+
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法

[T3

反转录
)b

末端交换机制$

/C,7:D,0

8

A6:D90,/A97)b

60*+<[T37;90/:;,
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LQ3[4

&是在第一链合成时使用专利

LQ3[4HX

4Q寡核苷酸产生大量全长双链
:VT3

(此法是在

MW[

基础上利用
LQ3[4L:;,E6

4Q

QQ\X

反转录酶的末端转

移酶活性及限制性内切酶
L<,

$

的特性#快速构建全长
:VT3

文库(

LQ3[4L:;,E6

4Q

QQ\X [4

是由小鼠白血病病毒

$

A+>+06

B

A?;,06>6?@6A,95,;?/

#

QQ\X

&反转录酶点突变而

获得#无
[T9/6U

活性(当反转录到达
A[T3

的
)b

端时#

[4

能在相应的核酸
#b

端添加一段
+>,

8

+

$

*W

&#对于非全长
:VT3

#

由于反转录没有延伸到
A[T3

的
)b

端#

[4

不能在其不完整

的
#b

端加上
+>,

8

+

$

*W

&(合成
:VT3

第二链时#对于截短的第

一链
:VT3

#反转录酶没有识别到
A[T3

的
)b

端帽子结构#

#b

端携带的
+>,

8

+

$

*Y

&第二链引物就不能与截短的第一链
:VT3

片段结合#最终得到的是全长双链
:VT3

(在实验流程中#

:VT3

引物的
)b

端引入了
L<,

$

3

和
L<,

$

Z

识别位点#只需对

目的
:VT3

进行
L<,

$

单酶切#就可实现目的基因的定向克隆(

此方法只需用少量起始材料$最低
($(")

'

8

的
=

+>

B

3

e

[T3

或
($()

'

8

的总
[T3

&经
!%

!

"-

次长距离
VT3

扩增 $

>+0

8

*,/790:6MW[

#

\V2MW[

&或
($)

!

"$(

'

8

的
=

+>

B

3

e

[T3

通过

引物延伸法合成双链
:VT3

#对扩增后的双链
:VT3

进行分级

分离#然后进行载体连接#转化构建全长文库(

A[T3

在合成

:VT3

前无酶促反应及化学处理#不会在处理过程中出现

A[T3

的降解和浪费(产生的单链
:VT3

富含
A[T3

完整的

)b

非翻译区$

?07;90/>976*;6

8

,+0

#

]4[

&#省去合成接头的连接'

甲基化等步骤#更易获得全长克隆(

作为基于
MW[

的基因扩增技术#

_90

8

等+
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,将其用于扩

增侵袭性肿瘤细胞的
:VT3

#并鉴定和检测基因表达特征%用

'#-!

重庆医学
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年
-

月第
&(

卷第
!-

期



此法构建的还有腐霉'小麦条锈病菌等真菌的全长
:VT3

文

库+

!)2!-
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年
WD6?0

8

等+
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,构建了蒺藜苜蓿的标准化
:VT3

文库及
:VT3

质粒文库%

"((1

年
V?

等+

!%

,构建了发情前小尾

寒羊卵巢的全长
:VT3

文库%

"((%

年
X6;9

等+

!'

,用此法分别

合成了格兰维尔贝母蝴蝶幼虫'蛹及成虫的
:VT3

%

"(('

年

S6*+;+5

等+

"(

,构建了冬眠的美洲黑熊的脑'肝'睾丸及骨骼肌

的全长
:VT3

文库(将
LQ3[4

和双链特异性核酸酶 $
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=

>6O2/

=

6:,<,:0?:>69/6

#

VLT

&均一化技术结合是目前构建全长

均一化
:VT3

文库的首选方法+
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该法于
!''-

年由
W9;0,0:,

等+

""

,建立#并用此法构建了小

鼠脑细胞全长
:VT3

文库#全长比例超过
')K

#且仅需
!(

'

8

起始
A[T3

(此法建库原理是依据真核细胞
A[T3

的帽子

结构上存在一个相同的二醇残基#此二醇结构经氧化后与生物

素结合而被标记(生物素化的
A[T3

经反转录酶催化#进行

第一链
:VT3

合成#接着经
[09/6

$

酶切#去除所有非全长

:VT3)b

端及所有未被
:VT3

保护的
A[T3

的生物素标签#经

链霉亲和素磁珠$免疫磁珠&吸附#弱碱降解#获得的单链全长

:VT3

在末端转移酶的催化下#

)b

端
+>,

8

+

$

Y

&加尾#开始合成

第二链#定向克隆获得全长
:VT3

文库(

W9;0,0:,

等+

""

,所在实

验室不断对此法进行改进!$

!

&在全长
:VT3

合成时#用海藻

糖和山梨糖醇热启动反转录#提高反转录酶热稳定性#减少反

转录过程中的二级结构#提高全长
:VT3

的合成比例%$

"

&采

用对甲基化敏感的限制性内切酶
L/7D

'

Z/9

$

或
Z9AU

$

"

gD+>

替代
N:+>

$

"

gD+>

双酶切#提高文库的全长比例%$

#

&用核糖核

酸单链连接法$

/,0

8

>62/7;90*>,0@6;>,

8

97,+0A67D+*

#

LL\\Q

&加

尾#减少
+>,

8

+

$

Y

&加尾对测序和蛋白质翻译的干扰#利于全长

:VT3

的有效转录和表达克隆(

"(()

年在
T

8

等+

"#

,的研究中#采用此法获得
N!&

小鼠胚

胎干细胞的全长
:VT3

(

"((-

年
W9;0,0:,

等+

"&

,将此法用于哺

乳动物基因启动子的研究(

"((%

年
49

.

,

等+
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,采用改良后的

W3M27;9

==

6;

法#用海藻糖热启动反转录#构建了盐芥在高盐

度'严寒及酸性环境下的全长
:VT3

文库(

"(('

年
L97+

等+
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,

采用此法构建全长
:VT3

文库#对水稻和拟南芥的基因同源

性进行了比较分析(此外#用此法构建的还有毛果杨树+

"1

,

'大

豆+

"%

,和豌豆蚜虫+

"'

,等的全长
:VT3

文库(

此法具有建库效率高'全长比例高的优点#但酶促反应多#

A[T3

暴露时间长#增加了
A[T3

降解的危险性#部分降解

的
)b

端也会被生物素标记#尤其是技术要求高#流程长#需做

同位素平行实验#操作复杂(

A

!
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8

法

这是一种构建高质量
:VT3

文库简单而有效的方法(它

利用
4&[T3

连接酶将
A[T3

"

:VT3

双链复合体中第一链

:VT3

的
#b

端连接到载体
VT3

的平端#这样#全长
:VT3

就

能以与锚定连接相同的方式在
)b

端加上
Y

(

a97+

等+

#(

,因

:VT3

在连接过程中加上载体作为)帽子*#故将这种方法命名

为)

X6:7+;2:9

==

,0

8

*(根据
D̂79@6

等+

#!

,的研究#当具有帽子

结构的
A[T3

作为模板时#锚定连接产生的
:VT3

在
)b

端加

上了
*YQM

#并且加上的核苷酸的碱基与帽子结构的碱基互

补#这就意味着
)b

端出现的
Y

能保证
:VT3

的完整性(该法

仅由
#

步组成!$

!

&利用反转录酶和载体引物合成第一链

:VT3

#所用载体是一端具有
*4

尾巴的线性载体%$

"

&用
4

&

[T3

连接酶将第一链
:VT3

连接到载体引物的另一端%$

#

&利

用
[09/6U

'

N$:+>,VT3

聚合酶
$

及
N$:+>,VT3

连接酶的活

性#用
:VT3

替换
A[T3

(使用载体引物能达到定向插入的目

的#有利于
:VT3

的测序及表达#这种载体引物能由具有
*4

加尾的
#b

端突出位点和移除一端
*4

尾巴的邻近位点的限制

性酶切位点的质粒载体制备而来(

用该法构建高质量
:VT3

文库的关键因素是
*4

尾巴的

长度和载体引物的纯度(未剪切及未加尾的载体会增加文库

的背景干扰#必须尽可能除去(建库的关键步骤是第二步#利

用
4

&

[T3

连接酶的活性环化
:VT32

载体引物双链#虽然连

接效率很低#但得到转化子的数量已能满足建库需要(该法在

简易性'有效性'全长比例和
:VT3

质量等方面较传统方法有

显著优势(

目前#许多实验室已采用此法构建多种生物组织的
:VT3

文库(

/̂9*9

等+

#"

,比较
X6:7+;2:9
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,0

8

法和
>̂,

8

+2:9

==

,0

8

法

所建文库的冗余性发现!用
X6:7+;2:9

==

,0

8

法构建食蟹及弥猴

肝细胞文库的冗余性为
#$"!

#用
>̂,

8

+2:9

==

,0

8

法构建食蟹及

猕猴肝细胞文库的冗余性为
)$!'

#明显高于
X9:7+;2:9
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,0

8

法

$

C

$

($((!

&(

_97909E6

等+

##

,构建了多种顶复门原虫#如
&

种

致病性疟原虫'刚第弓形虫'多房棘球绦虫及小隐孢子虫的全

长
:VT3

文库(

"((%

年
/̂D,@9C9

等+

#&

,构建了人类视网膜色

素上皮细胞
3[MN2!'

的全长
:VT3

文库#所建文库全长比例

超过
')K

#大片段克隆长达
!!!''E

=

(

3E+

8

6

等+

#)

,构建了野

生型
8

,E/+0

巴贝虫的全长
:VT3

文库#筛选出
8

,E/+0

巴贝虫

的二氢叶酸还原酶
2

胸苷酸合成酶$

*,D

B

*;+<+>976;6*?:79/62

7D

B

A,*

B

>976/

B

07D9/6

#

VUS[24L

&的基因#证明
VUS[24L

是治

疗
8

,E/+0

巴贝虫病的抗叶酸类药物的作用靶位(此外#用此

法构建的还有芜菁+

#-

,和烟草
Z̀ 2"

对数生长期细胞+

#1

,的全长

:VT3

文库(

B

!

小
!!

结

全长
:VT3
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逆行自体血预充体外循环技术的临床应用
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一种新的预充技术#在患者体外循环$
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WMZ

&前#尽可能使用患者自身血液来替换体外循环管路中的

晶体预充液(
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年
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8

9;7

和
V6Z+,/

提出
[3M

概念以

来+

!2"

,

#国内外学者相继将这一新的预充技术用于体外循环的

心血管手术中+

#2&

,

#本文就
[3M

产生背景'基本方法'临床应用

与研究以及相关争议等方面进行综述(
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[3M

产生的背景和基本方法
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[3M

的产生背景
!

主要有两个方面+

#

,

!一是复杂的心血

管手术往往需要大量库血或血液制品的输注#而血源紧张'输

血带来的免疫反应及病毒播散等问题促使人们探求新的血液

保护措施及减少用血的方法#以降低异体输血需求#因此#

[3M

应运而生%二是体外循环常规的晶体液预充不可避免地带来严

重的血液稀释和血浆胶体渗透压下降#而严重的血液稀释和血

浆胶体渗透压下降都将对机体产生不利影响(体外循环中红

细胞比容$
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#

U:7

&的最佳水平目前存在争议#而明确

的红细胞输注指南也尚未建立(通常认为低温体外循环时#
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为
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!
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#人体是可以耐受的且没有不良反应#但也

有人认为
U:7

低于
"#K

或
"&K

时#会造成机体氧供需不平衡#

导致组织缺氧以及心肌功能障碍#增加术后并发症的发生率和

死亡率%晶体液预充可使体外循环初始血浆胶体渗透压降低

#1K

!

-(K

#将大大增加重要脏器$心'肺'胃肠&和皮下组织的

细胞外液量#过低的血浆胶体渗透压与冠状动脉搭桥术患者术

后器官功能不全有关(最初的临床研究显示+

"2#

,

#

[3M

能够维

持体外循环中较高
U:7

值#减少体外循环初始血浆胶体渗透

压下降的程度#减少术中'术后库血的输注#能够部分克服常规

晶体液预充对机体的不利影响(
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[3M

的基本方法+

#

,

!

采用常规晶体预充液预充循环管

道'排气#待全身肝素化后#经主动脉插管连接#打开内循环#使

动脉血液经动脉滤器缓慢逆行置换预充液$预充液被置换入输

液袋中&#置换后钳闭动脉滤器近端#关闭内循环开关(腔静脉

插管连接后#缓慢引流静脉血以置换静脉端循环管道内的预充

液#置换后钳闭静脉端#打开内循环开关#通过滚压泵排出储血

器内多余的预充液(整个过程中要严密监测患者生命体征#维

持动脉收缩压大于
!((AAU

8

#必要时可与麻醉科医师协调#

使用苯肾上腺素升高血压(如果患者在
[3M

过程中出现动脉

收缩压低于
!((AAU

8

且应用升压药物效果不佳时#应终止

进行
[3M

(
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[3M

的临床应用与研究
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,观察了
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例冠状动脉旁路移

植术$
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&患者#其中
#(

例

患者采用急性等容血液稀释和
[3M

$

[3M

时放血
#((A\

&#结

果发现#

[3M

组患者共输库血
"-]

$平均
($%-]

&'体外循环

中
U:7

平均下降
"1$(#K

#而对照组患者共输库血
)"]

$平均

!$1#]

&'体外循环中
U:7

平均下降
#'$)(K

$
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&#两组

患者均未进行成分输血#说明
[3M

可以减少库血的用量(
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年
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,采用前瞻性随机临床对照试验观察
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例
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患者#

[3M

组患者平均$
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预充

液被自体血置换#两组患者均维持较高的
U:7

进入重症监护

病房$
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&或出院#对照组有
&'K

的患者需

要输血#输血量为$
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[3M

组有
!1K

的患者

需要输血#输血量为$

1($!i!1#$)

&
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#他们认为
[3M

减少输

血量源于减少了晶体液的预充量(
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等+
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,进一步发现小环

路$动'静脉管均为
#

"

%

英寸&'低预充$

-)(A\

&复合
[3M

$最

终将预充量减至
)(A\

&可安全用于危重患者的
W3ZY

#而术

中
U:7

变化非常小(
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,观察术中自体输血和
[3M

在低体表面积$
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&的瓣膜手术患者中的

应用情况#发现自体输血和
[3M

可以提高
U:7

'减少术后胸腔

引流量和异体血输注#说明自体输血和
[3M

是安全'经济'有

效的血液保护技术(
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,采用前瞻性随机对照实验观察
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例心内直视手术#也证实
[3M

在低体表面积$
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$
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&成人心脏手术中#可减轻体外循环血液稀释程度'减少库

血应用(李建辉+

!(2!!

,相继观察了
[3M

在儿童和成人中的应

用#发现
[3M

能够减少库血用量'促进患者恢复(

随着
[3M

应用的增加#有关
[3M

研究逐渐增多(
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,对比观察了标准晶体液预充和
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对择期
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