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　　摘　要：目的　探讨黄芪注射液对ＳＤ大鼠心肌缺血再灌注损伤（ＭＩＲＩ）中犛犿犪犱３、犛犿犪犱７表达的影响和机制。方法　采用

结扎左冠状动脉的方法制备心肌缺血再灌注损伤动物模型。３２只健康成年ＳＤ大鼠，体质量（２３０±２０）ｇ，平均分为假手术组、缺

血再灌注组、辛伐他汀组和黄芪预处理组。通过免疫组织化学和ＲＴＰＣＲ，分别测定Ｓｍａｄ３蛋白、Ｓｍａｄ７蛋白及犛犿犪犱３ｍＲＮＡ、

犛犿犪犱７ｍＲＮＡ的表达。计算各组中心肌细胞的凋亡率。结果　与假手术组相比，缺血再灌注组心肌细胞的凋亡率明显增加

（犘＝０．０００），并且Ｓｍａｄ３蛋白和犛犿犪犱３ｍＲＮＡ表达增加（犘＝０．０００），Ｓｍａｄ７蛋白和犛犿犪犱７ｍＲＮＡ表达减少（犘＝０．０００）；与缺

血再灌注组相比，黄芪注射液组（犘＝０．０００）和辛伐他汀组（犘＝０．０００）可明显降低心肌细胞的凋亡率；Ｓｍａｄ３蛋白和犛犿犪犱３ｍＲ

ＮＡ表达减少（犘＝０．０００）；而Ｓｍａｄ７蛋白和犛犿犪犱７ｍＲＮＡ表达增加（犘＝０．０００）。结论　黄芪注射液可以上调ＳＤ大鼠缺血再灌

注损伤时心肌细胞Ｓｍａｄ７蛋白和犛犿犪犱７ｍＲＮＡ表达，下调Ｓｍａｄ３蛋白和犛犿犪犱３ｍＲＮＡ表达。
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　　心血管疾病在当今世界，严重威胁着人类的健康，其发病

率和病死率均超过恶性肿瘤而跃居各病之首。全国每年死于

心血管疾病３００万人，且发病年龄呈现日益年轻化的趋势
［１］。

目前，心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）已成为影响缺血再灌注心肌从再灌注策略中获

得最佳治疗效果的重要因素［２］。相关临床试验表明心肌细胞

的凋亡是 ＭＩＲＩ的一种重要表现
［３４］。目前，对疾病的探讨已

深入分子学水平。因此，在分子学水平上积极探索ＩＲＩ的发病

机制，具有重大意义。中国医学认为：黄芪有益气固表、敛汗固

脱、托疮生肌、利水消肿之功效［５］。现代药理学研究表明：黄芪

具有强心作用，使心脏收缩振幅增大，输出量增加，对中毒或疲

劳衰竭心脏的作用更为明显［６］。但具体的机制尚不清楚。本

实验旨在观察黄芪注射液对 ＭＩＲＩ时犛犿犪犱３、犛犿犪犱７表达的

影响，从分子学水平探讨对心肌的保护作用及机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　药物及试剂　黄芪注射液［正大青春宝药业有限公司，

国药准字Ｚ３３０２０１７９（１０ｍＬ），黄芪（每１０ｍＬ相当于黄芪２０

ｇ）。批号：１２０５１７２］，辛伐他汀片（湖北舒邦药业有限公司，批

号：２０１２０９０３，规格２０ｍｇ）。凯基ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ细胞凋亡

检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司，ＫＧＡ１０１＿

ＴＹ７４５４、犛犿犪犱３、犛犿犪犱７兔抗大鼠多克隆抗体购自美国Ｓａｕｉｔａ

公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司。引

物由北京博大泰克公司合成。Ｓｍａｄ３正向引物：５′ＡＴＧＴＣＡ
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ＴＣＴＡＣＴＧＣＣＧＣＴＴＧＴ３′，反向引物：５′ＧＴＣＧＣＴＡＧＴ

ＴＴＣＴＣＣＡＴＣＴＴＣＡＣ３′。扩增片段为３２７ｂｐ。Ｓｍａｄ７正

向引物：５′ＴＧＧＴＧＣＧＴＧＧＴＧＧＣＡＴＡＣＴＧＧ３′，反向引

物：５′ＧＡＣＴＣＴＴＧＴＴＧＴＣＣＧＡＡＴＴＧＡＧＣＴ３′，扩增片

段为１４２ｂｐ。βａｃｔｉｎ作为内参照，正向引物：５′ＣＣＣＡＴＣ

ＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣ３′，反向引物：５′ＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡ

ＧＴＧＡＧ３′，扩增片段为５６８ｂｐ。

１．１．２　实验动物及分组　健康雄性ＳＰＦ级成年ＳＤ大鼠３２

只，体质量（２３０±２０）ｇ，适应性喂养１周后，分为假手术组（生

理盐水２ｍＬ每天２次，共６ｄ，腹腔注射），缺血再灌注组（生

理盐水２ｍＬ 每天２次，共６ｄ，腹腔注射），辛伐他汀组

（２０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１），黄芪注射液组（生药每支２ｍＬ，４ｇ，每

天２次，共６ｄ，腹腔注射）。分组后分别按要求给予药物干预，

共７ｄ，第８天分别按各组要求对动物进行处理。

１．１．３　主要仪器　ＤＷ２０００型动物人工呼吸机（上海嘉鹏科

技有限公司），ＰＣＲ扩增仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。Ｄ１４０图像记录

分析系统（郑州卓鑫电泳仪器有限公司 ）。

１．２　方法

１．２．１　建立动物模型　采用结扎大鼠心脏左冠状动脉前降支

的方法［７］制作 ＭＩＲＩ模型。假手术组不予结扎，所有实验组结

扎４０ｍｉｎ后松开结扎线，再灌注１２０ｍｉｎ。

１．２．２　凋亡心肌细胞的检测　取再灌注１２０ｍｉｎ后左冠状动

脉前降支所支配区域的心肌组织４ｍｍ３，制备单细胞悬液（机

械法），收集上清液。加入２ｍＬ冷的ＰＢＳ洗涤细胞２次。重

置细胞于５００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，分别加入１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＥＧＦＰ和１０μＬ碘化并啶（ＰＩ），混匀。在室温暗处反应１５

ｍｉｎ，上流式细胞仪，检测自动计算凋亡心肌细胞占总细胞的

百分比。

１．２．３　免疫组织化学法检测ＳＤ大鼠心肌细胞Ｓｍａｄ３与

Ｓｍａｄ７蛋白表达　在取检测凋亡的心肌细胞的同一部位组织

的同时，另取心肌组织约４ｍｍ３，迅速用１０％ 的中性福尔马林

溶液固定，以５μｍ厚度制作石蜡切片，常规脱蜡水化。采用

免疫组织化学ＳＰ法进行染色，具体步骤按ＳＰ试剂盒说明书

操作。在光镜下观察，以心肌细胞核出现棕黄色颗粒为阳性。

在高倍镜下观察，每张切片任意选取５个视野（×４００），分析并

计数阳性表达细胞占整个视野的百分比，并取平均值来表示被

测蛋白的表达量。

１．２．４　ＳＤ大鼠心肌细胞犛犿犪犱３与犛犿犪犱７ｍＲＮＡ表达的检

测　取相同部位的大鼠心肌组织５０ｍｇ，匀浆后用Ｔｒｉｚｏｌ试剂

盒提取总 ＲＮＡ，反转录过程按照试剂盒说明书操作。用

ＢＥＣＫＭＡＮ６４０紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 水平：犃（Ａ２６０／

２８０）值１．６～２．０为合格，然后进行反转录。取５μＬ扩增产

物与缓冲液混合后加入琼脂糖凝胶的加样孔中，进行电泳。在

紫外线投射仪下观察电泳条带，用Ｄ１４０图像记录分析系统进

行分析，以Ｓｍａｄ３或Ｓｍａｄ７的ＤＮＡ条带与对应βａｃｔｉｎ条带

的灰度比值表示该因子ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析，４组ＳＤ大

鼠心肌细胞的凋亡情况，Ｓｍａｄ３蛋白、Ｓｍａｄ７蛋白及犛犿犪犱３

ｍＲＮＡ、犛犿犪犱７ｍＲＮＡ的表达的比较分别采用单因素方差分

析，ＬＳＤ狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　用 ＡｎｎｅｘｉｎｖＥＧＦＰ试剂盒检测的４组心肌细胞的凋亡

情况　见表１。

表１　　各组ＳＤ大鼠心肌细胞的凋亡

　　　情况（狓±狊，狀＝８）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ） 凋亡率（％）

假手术组 － ６．４６０±０．１４５０

缺血再灌注组 － １５．３５６±０．２９２１ａ

辛伐他丁组 ０．０２ １３．００３±０．３１２２ｂ

黄芪注射液组 １６．００（相当于生药量） １２．９７８±０．３２７２ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０５，与缺血再灌注组比较。

－：此项无数据。

２．２　ＳＤ大鼠心肌组织中Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７蛋白的表达　ＳＤ大

鼠心肌组织中Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７蛋白的表达情况见表２。在假手

术组心肌细胞中表达有大量的Ｓｍａｄ７蛋白，少量的Ｓｍａｄ３蛋

白。与假手术组相比，可以发现缺血再灌注组Ｓｍａｄ３蛋白表

达量明显增加（犘＜０．０５），Ｓｍａｄ７蛋白的表达则明显降低（犘＜

０．０５）；与缺血再灌注组相比，辛伐他丁组（犘＜０．０５）和黄芪注

射液组（犘＜０．０５）Ｓｍａｄ３蛋白表达均明显降低，但两组Ｓｍａｄ７

蛋白表达明显增加（犘＜０．０５），而辛伐他汀组和黄芪注射液组

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　　各组ＳＤ大鼠心肌细胞Ｓｍａｄ３

　及Ｓｍａｄ７蛋白的表达情况

分组 剂量（ｇ／ｋｇ） Ｓｍａｄ３（％） Ｓｍａｄ７（％）

假手术组 － １５．７９１±１．６２６ ４２．５１６±５．７４２

缺血再灌注组 － ８０．３５６±６．７６９ ８．２１９±０．５２３ａ

辛伐他丁组 ０．０２ １０．３９８±１．４５９ １４．７２２±０．９０６ｂ

黄芪注射液组
１６．００

（相当于生药量）
９．２２４±０．６０３ １３．７５４±０．７１６ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０５，与缺血再灌注组比较。

－：此项无数据。

　　１：假手术组；２：缺血再灌注组；３：辛伐他丁组；４：黄芪注射液组。

图１　　犛犿犪犱３ｍＲＮＡ的表达

表３　　各组ＳＤ大鼠心肌细胞犛犿犪犱３、犛犿犪犱７

　　　　 ｍＲＮＡ的表达比较

分组 狀 剂量（ｇ／ｋｇ） Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ

假手术组 ８ － ０．１０１±０．００９ ０．４６６±０．０３２

缺血再灌注组 ８ － ０．７３５±０．０３６ａ ０．１２１±０．０１０ａ

辛伐他丁组 ８ ０．０２ ０．４０７±０．０３４ｂ ０．２７６±０．０１２ｂ

黄芪注射液组 ８
１６．００

（相当于生药量）
０．４１７±０．０２４ｂ ０．２９１±０．００８ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０５，与缺血再灌注组比较。

－：此项无数据。
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２．３　ＳＤ大鼠心肌组织中犛犿犪犱３、犛犿犪犱７ｍＲＮＡ 的表达情

况　见表３，图１、２。

　　１：假手术组；２：缺血再灌注组；３：辛伐他丁组；４：黄芪注射液组。

图２　　犛犿犪犱７ｍＲＮＡ的表达

３　讨　　论

组织缺血再灌注损伤是指缺血再灌注后，由于中性粒细胞

活化，活性氧产生等因素所导致的炎症产生、细胞凋亡、以及结

构损伤的病理过程［７８］。近年来的临床和实验表明，心肌细胞

的凋亡是引起 ＭＩＲＩ重要的发病机制
［９］。在心肌细胞的缺血

再灌注过程中可以产生大量的氧自由基，进而可能通过下列途

径，损伤正常的心肌细胞［１０］：作用于心肌细胞的细胞膜，从而

引发脂质过氧化，影响细胞信号转导系统的功能；直接作用于

心肌细胞的ＤＮＡ，诱发其凋亡；作用于核基因转导，改变心肌

细胞的表型特征诱发凋亡；攻击心肌细胞里面的蛋白质，使具

有酶活性的蛋白质活性丧失或减弱［１１］。从传统医学角度讲，

由于冠状动脉的供血不足引起心肌细胞缺血、缺氧导致心肌失

养，造成不同程度的心气亏虚。而再灌注之后，因心气亏虚、运

血无力，使得血行淤阻，血流不畅。因此，气虚血淤是心肌缺血

再灌注过程中重要的病理变化。

近些年来，国内外学者研究发现Ｓｍａｄ有如下３类
［１２］：受

体特异型Ｓｍａｄｓ，也就是由Ⅰ型受体所激活的Ｓｍａｄ蛋白包括

Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８；共同介质型Ｓｍａｄｓ，包

括：Ｓｍａｄ４；抑制型Ｓｍａｄｓ，包括：Ｓｍａｄ６、Ｓｍａｄ７。Ｓｍａｄ是转化

生长因子β（ＴＧＦβ）胞内信号转导通路中的重要组成部分，它

可以将ＴＧＦβ信号直接由细胞膜通过 ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ受体结

合形成的复合物，使其自身被磷酸化，并通过诱导结合形成的

复合物转运至细胞核内。ＴＧＦ超家族中包括 ＴＧＦβ家族和

ＢＭＰ家族，二者均是Ｓｍａｄ蛋白经典的激活因子。ＴＧＦβ在

心肌细胞中的主要作用通过活化Ｓｍａｄ３蛋白，来诱导细胞的

凋亡［１３］。苏丽婷等［１４］研究发现Ｓｍａｄ７蛋白有抑制ＴＧＦβ信

号转导的作用，Ｓｍａｄ７属于抑制型Ｓｍａｄ，可以通过干扰Ｓｍａｄ

磷酸化［１５］，影响ＴＧＦβ超家族信号通路的传导。Ｓｍａｄ７属此

通路的负反馈环路。即Ｓｍａｄ３与Ｓｍａｄ７之间存在相互拮抗的

作用，共同调节着心肌细胞的凋亡。

本研究采用结扎左冠状动脉前降支的方法制备ＳＤ大鼠

心肌缺血再灌注模型，模拟急性冠脉综合征后的溶栓过程，用

黄芪注射液预处理，来探讨黄芪注射液对 ＭＩＲＩ的保护作用，

并且与辛伐他丁的抗再灌注损伤效果相比较。结果显示：ＭＩ

ＲＩ后Ｓｍａｄ３蛋白及犛犿犪犱３ｍＲＮＡ的表达明显升高，同时细

胞的凋亡也增加，但是Ｓｍａｄ７蛋白及 ｍＲＮＡ表达是降低的。

黄芪注射液组和辛伐他丁组Ｓｍａｄ３蛋白及犛犿犪犱３ｍＲＮＡ的

表达明显下降，心肌细胞的凋亡减少。Ｓｍａｄ７蛋白及犛犿犪犱７

ｍＲＮＡ的表达量是显著升高的，与缺血再灌注组相比差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。综上所述：Ｓｍａｄ３蛋白、Ｓｍａｄ７蛋白

参与了 ＭＩＲＩ过程中的凋亡信号的转导。并且，二者之间存在

相互影响。黄芪注射液可以抑制Ｓｍａｄ３蛋白及犛犿犪犱３ｍＲ

ＮＡ的表达，促进Ｓｍａｄ７蛋白和犛犿犪犱７ｍＲＮＡ的表达，来影

响 ＭＩＲＩ的心肌细胞的凋亡，这种影响可能对于慢性缺血性心

肌病的治疗以及心脏外科，血管外科术中减少损伤，维持正常

的心脏功能有着深远的意义，为临床治疗开辟了新思路。

参考文献：

［１］ 卫生部心血管病防治研究中心．中国心血管病报告２０１０

［Ｍ］．北京：中国大百科全书出版社，２０１１：１４１５．

［２］ｖａｎＤｏｍｂｕｒｇＲＴ，ＳｏｎｎｅｎｓｃｈｅｉｎＫ，ＮｉｅｕｗｌａａｔＲ，ｅｔａｌ．Ｓｕｓ

ｔａｉｎｅｄｂｅｎｅｆｉｔ２０ｙｅａｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｈｅｒａｐｙｉｎａｃｕｔｅｍｙｏ

ｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＡｍＣｏｌｌＣａｒｄｉｏｌ，２００５，４６（１）：１５２０．

［３］ ＭｃｃｕｌｌｙＪＤ，ＷａｋｉｙａｍａＨ，ＨｓｉｅｈＹＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｔｒｉ

ｂｕｔｉｏｎｏｆｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＨｅａｒｔＣｉｒｃＰｈｙｓｉｏｌ，２００４，２８６

（５）：Ｈ１９２３Ｈ１９３５．

［４］ ＫｕｃｈａｒｃｚａｋＪ，ＳｉｍｍｏｎｓＭＪ，ＦａｎＹ，ｅｔａｌ．Ｔｏｂｅ，ｏｒｎｏｔｔｏ

ｂｅ：ＮＦｋａｐｐａＢｉｓｔｈｅａｎｓｗｅｒｒｏｌｅｏｆＲｅｌ／ＮＦｋａｐｐａＢｉｎ

ｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００３，２２（５６）：

８９６１８９８２．

［５］ 高学敏．中药学［Ｍ］．２版．北京：中国中医药出版社，

２００７：５０２５０３．

［６］ 阮长武，张代富，汪姗姗，等．黄芪对缺血再灌注心肌细胞

凋亡的影响［Ｊ］．同济大学学报：医学版，２００３，２４（３）：１８２

１８４．

［７］ 齐志敏，王倩，张莹．大鼠心肌缺血再灌注损伤实验模型

研究［Ｊ］．中国临床康复，２００４，８（３０）：６６２０６６２１．

［８］ ＨａｎＪＹ，ＦａｎＪＹ，ＨｏｒｉｅＹ，ｅｔａｌ．Ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｒｏｏｔｅｘｔｒａｃｔ

ｏｎｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅａｎｄｔａｒｇｅｔｏｒｇａｎｉｎｊｕｒｙ

ｂｙｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２００８，

１１７（２）：２８０２９５．

［９］ＳｃａｒａｂｅｌｌｉＴＭ，ＫｎｉｇｈｔＲ，ＳｔｅｐｈａｎｏｕＡ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｍ

ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ

ＰｒｏｂｌＣａｒｄｉｏｌ，２００６，３１（３）：１８１２６４．

［１０］贺运河，陈镜合．中药抗心肌缺血再灌注损伤作用的机

制研究现状［Ｊ］．中西医结合心脑血管病杂志，２００４，２

（３）：１６５１６７．

［１１］ＷａｎＧＷ，ＬｉｕＱＮ，ＺｈａｏＸＪ．ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨｕａｎｇｑｉ

ａｇａｉｎｓｔｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＸｉａｎＪｉａｏｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ），２００９，３０

（６）：７１３７１５．

［１２］ＺｈａｎｇＬ，ＷａｎｇＬＦ，ＺｈａｎｇＲＹ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＳｍａｄ７ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｐｏｓｔｉｎｆａｒｃｔｅｄｒａｔｓ［Ｊ］．

ＣｈｉｎＨｅａｒｔＪ，２００８，２０（５）：５５２５５５．

［１３］ＳｃｈｎｅｉｄｅｒｓＤ，ＨｅｇｅｒＪ，ＢｅｓｔＰ，ｅｔａｌ．ＳＭＡＤｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅ

ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｃａｒｄｉｏｍｙｏ

ｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２００５，６７（１）：８７９６．

［１４］苏丽婷，夏时海．Ｓｍａｄ蛋白在转化生长因子β信号转导

通路中的作用与机制［Ｊ］．医学分子生物学杂志，２００８，５

（４）：３５２３５５，３６０．

［１５］ＹａｎｇＧ，ＹａｎｇＸ．Ｓｍａｄ４ｍｅｄｉａｔｅｄＴＧＦｂｅｔａｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎ

ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＳｃｉ，２０１０，６（１）：１８．

（收稿日期：２０１３１２０３　修回日期：２０１４０２１０）

９９５１重庆医学２０１４年５月第４３卷第１３期




