
!论
!!

著!

!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&%'&%%1

骨形态发生蛋白在胶原诱导关节炎小鼠模型中的表达"

刘
!

强$

!张莹莹$

!焦志军$

!顾金金1

#

"

$&

江苏大学附属医院检验科#镇江市免疫学重点实验室!江苏镇江
1$1%%$

%

1&

江苏省镇江市第一人民医院老年科
!

1$1%%1

$

!!

"摘要#
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目的
!

建立
3Q7

#

$L

小鼠胶原诱导关节炎"

TS7

小鼠$模型!初步研究
TS7

小鼠外周血单个核细胞中及病变关节组

织中
QY[+

的表达水平&方法
!

利用牛
$

型胶原诱导
3Q7

#

$L

小鼠发生关节炎病理改变%利用荧光定量
[T6

检测发病外周血单

个核细胞中及关节组织
QY[+

的
F6d7

的表达水平!利用免疫荧光技术检测关节组织中
QY[(

蛋白表达水平&结果
!

成功建立

了
TS7

小鼠模型!检测发现
QY[0F6d7

和
QY[(F6d7

在发病的
TS7

小鼠外周血单个核细胞及病变关节组织中表达明显下

调"

G

$

%&%4

$!荧光免疫技术显示
QY[(

蛋白在
TS7

小鼠病变关节组织中表达明显下调"

G %̂&%%1

$&结论
!

在基因水平
QY[0

'

(

在
TS7

小鼠外周血单个核细胞中及病变组织中表达明显下调!蛋白水平
QY[(

在
TS7

小鼠病变组织中表达明显下调&
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类风湿关节炎$

67

%是一种以慢性*进行性*侵袭性关节炎

为主要表现的自身免疫性疾病)患者关节组织伴随着炎症细

胞的浸润和滑膜细胞的增殖#通过细胞之间的作用和分泌的细

胞因子#同时在破骨细胞的参与下形成不同程度的骨破坏#不

仅表现为受累关节的骨侵蚀#还表现为全身性的骨质疏松&

$.'

'

)

骨形态发生蛋白$

QY[+

%是诱导骨再生最为重要细胞因子之

一#属于转化生长因子
%

$

8Ze.

%

%超家族成员)研究已证明

QY[

$

1

*

0

*

)

*

-

*

(

%具有较强的诱导成骨分化的作用#其中

QY[-

可以抑制
T3$0

X单核细胞向破骨细胞转化&

0

'

(学者发

现
QY[1

所诱导的异位成骨过程中#破骨前体细胞在骨基质

行成之前就已出现#可破骨性吸收肥大的软骨#是骨形成调节

的关键因素&

4.)

'

)可见#成骨细胞与破骨细胞的平衡状态对骨

形成和重塑至关重要)本研究通过牛
$

型胶原激发
3Q7

"

$L

小鼠发生诱导性关节炎$

TS7

小鼠%病理改变#来模拟人
67

病

程)实验通过荧光定量
[T6

和免疫荧光技术检测
QY[+

在

TS7

小鼠外周血单个核细胞及发病关节组织中表达情况#为

67

骨破坏研究提供新的理论和实验依据)

?
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材料与方法
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材料
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主要试剂与仪器
!

89#W"?

试剂$

S,I#>9"

A

:,

公司%#反转

录试剂盒$

[9"F:
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;

公司%#
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8;a;6;

公司%#
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荧光定量
[T6

仪$

T"9G:>>6:+:;9<=

公司%#荧光

倒置显微镜$

\:#<;

公司
S_-$

%#

QY[(

多克隆抗体$

O;,>;

公

司%#羊抗兔二抗异硫氰酸荧光素$

eS8T

#厚普生物%#牛
$

型胶

原$美国
T=",!9:N

公司%)

?&?&@

!

实验对象
!

-

周龄
3Q7

"

$L

雄性小鼠购自南京大学模

式动物研究所#

TS7

小鼠是利用牛
$

型胶原蛋白诱导
3Q7

"

$L

小鼠发生
67

病理改变)

?&?&A

!

实时荧光定量
[T6

引物设计与合成
!

引物根据
Z:,.

Q;,P

中小鼠
QY[+

和
%

.;<>#,

基因$

dY

+

%%-'('&'

%序列#运用
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%设计#由
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公司合成#引物信息见表
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方法
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TS7

小鼠模型建立
!

选取
-

周龄
3Q7

"

$L

雄性小鼠分

为对照组
$%

只和诱导组
1%

只#诱导组小鼠于第
%

天#每只小

鼠尾部皮内注射牛
$

型胶原$终浓度
$F

A

"

F\

%和完全弗氏佐

剂的混合溶液
%&$F\

(第
1$

天#尾部皮内注射同等剂量的该

乳剂作为激发(对照组小鼠于相同时间仅注射等体积弗氏完全

'(1

重庆医学
1%$)

年
$
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佐剂)

$

!

01!

#隔日记录小鼠发病情况)

TS7

小鼠关节炎指

数评价!通过测量小鼠足掌厚度和肉眼观察关节红肿部位对小

鼠进行炎症指数评分)

;

!足爪没有红肿为
%

分(

G

!小趾关节轻

微红肿为
$

分(

<

!趾关节和足趾关节红肿为
1

分(

!

!踝关节以

下足爪肿胀为
'

分(

:

!包括踝关节在内的全部足爪肿胀为
0

分)各肢体得分相加为该小鼠关节炎症总评分)

表
$
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QY[+

基因和
%
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基因引物信息
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TS7

小鼠发病关节苏木素
.

伊红$

2R

%染色
!

于第
01

天#选取对照组和诱导组$单个关节评分
0

分%小鼠组织各
'

份

进行
2R

染色#观察病理改变)

?&@&A

!

对照组小鼠和诱导组
TS7

小鼠的外周血单个核细胞

<3d7

制备
!

第
01

天#对照组小鼠及
TS7

组小鼠摘除眼球采

血
$&%F\

#加入等量的
2;,PD+

液#混匀后轻轻加到
e#<"??

液

中#

$4%%9

"

F#,

离心
$4F#,

#轻轻吸出单个核细胞后用磷酸盐

缓冲液$

[QO

%进行洗涤)再用
89#W"?

提取
6d7

#并逆转录成

<3d7

)

?&@&B

!

对照组小鼠和诱导组
TS7

小鼠关节组织
<3d7

制备

!

第
01

天#取对照组小鼠及
TS7

组小鼠$单个关节评分
'

分

及以上%踝关节以下组织#剥离皮肤和肌肉后加入
89#W"?

进行

匀浆#提取组织
6d7

并逆转录成
<3d7

)

?&@&F

!

荧光定量
[T6

检测
!

以
<3d7

为模板#分别进行

QY[1

*

0

*

)

*

-

*

(

基因扩增#扩增条件优化为!预变性
(4g1%

+

#变性
(4g$%+

#退火
4)g$%+

#延伸
-1g1%+

#终末延伸

-1g$F#,

#共
0%

个循环)所有样品均为
'

个平行管#采用

1

V

''

T>分析基因相对表达水平)

?&@&G

!

对照组小鼠和诱导组
TS7

小鼠关节组织中
QY[(

的

免疫荧光检测
!

取对照组小鼠和
TS7

组小鼠$单个关节评分
'

分及以上%#分别进行石蜡包埋#先孵育兔抗鼠
QY[(

一抗#再

孵育羊抗兔二抗
eS8T

#最后用荧光显微镜进行观察并采集图

片#利用
SF;

A

:.[9"[?C+)&%

图像软件分析两组
QY[(

的表达

情况)

?&A

!

统计学处理
!

采用
O[OO$)&%

统计软件对资料进行分

析)正态计量资料以
Oh:

表示#非正态计量资料以中位数$

0

分位数间距%表示)两组资料符合正态分布且方差齐时用两独

立样本
/

检验进行比较#正态分布方差不齐采用
/D

检验)两组

资料呈非正态分布时采用
K#?<"N",

秩和检验)以
G

$

%&%4

为

差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

TS7

小鼠模型的建立
!

诱导组
$)

只
3Q7

"

$L

小鼠经免

疫
'%!

后#趾骨关节*掌骨关节开始出现肿胀#

01!

达到高峰

$图
$7

%(对照组
$%

只小鼠无发病现象$图
$Q

%)

2R

染色观

察#对照组小鼠滑膜组织无增生$图
$T

%#衬覆
$

!

1

层滑膜细

胞#无炎细胞浸润*血管扩张*血管翳(诱导组
TS7

小鼠关节明

显可以看到滑膜组织增生$图
$3

%#衬覆多层滑膜细胞#血管扩

张充血#炎细胞浸润#血管翳出现#骨质被侵蚀)

!!

7

!诱导组(

Q

!对照组(

T

!对照组小鼠趾关节组织$

]$%%

%(

3

!诱导组小鼠趾关节组织$

]$%%

%)

图
$

!!

TS7

小鼠
67

组织
2R

染色结果

!!

"

!

G

$

%&%4

#与对照组比较)

图
1

!!

QY[+

在
TS7

小鼠外周血单个核细胞中表达情况

!!

"

!

G

$

%&%$

#与对照组比较)

图
'

!!

QY[+

在
TS7

小鼠发病组织中表达情况

@&@

!

QY[+

在
TS7

小鼠外周血单个核细胞中的表达
!

利用荧

0(1

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期



光定量
[T6

检测对照组和诱导组小鼠外周血单个核细胞#诱

导组
TS7

小鼠中
QY[1

与对照组比相对表达水平为
'&%'h

$&01

$

G^%&%10

%#

QY[0

和
QY[(

相对表达水平分别为

%&0-h%&10

*

%&0/h%&1$

$

G^%&%$'

*

%&%$1

%#

QY[)

和
QY[-

表达差异无统计学意义#分别为
%&(1h%&-0

*

%&)1h%&4$

$

G^

%&-%'

*

%&%-$

%#见图
1

)

@&A

!

QY[+

在
TS7

小鼠发病关节组织中的表达
!

在对照组和

诱导组$

TS7

小鼠%中分别采用荧光定量
[T6

检测
QY[+F6.

d7

的表达情况)由图
'

可知#与对照组比#

QY[1

在诱导组相

对表达水平为
%&'$h%&%/

$

G

$

%&%$

%#

QY[0

在诱导组相对表

达水平为
%&'%h%&%0

$

G^%&%%$

%#

QY[)

在诱导组相对表达

水平为
%&$1h%&$4

$

G^%&%%$

%#

QY[-

在诱导组相对表达水

平为
%&$-h%&%-

$

G

$

%&%$

%#

QY[(

在诱导组相对表达水平为

%&1(h%&$$

$

G %̂&%%/

%)

@&B

!

免疫荧光检测
TS7

小鼠肿胀关节组织中
QY[(

的蛋白

表达
!

免疫荧光检测
TS7

小鼠发病趾关节组织中
QY[(

的蛋

白表达#用
SF;

A

:.[9"[?C+

图像分析软件对免疫荧光图片上平

均荧光密度进行分析#结果显示
QY[(

在诱导组
TS7

小鼠表

达明显低于对照组$

G %̂&%%1

%#见图
0

)

!!

7

!对照组$

]1%%

%(

Q

!

TS7

小鼠发病组$

]1%%

%(

T

!两组的
QY[(

平均荧光强度比较)

"

!

G

$

%&%$

#与对照组比较)

图
0

!!

QY[(

在
TS7

小鼠发病关节组织中表达情况

A

!

讨
!!

论

67

是以慢性多关节滑膜炎#骨及软骨破坏为主要特征的

全身性自身免疫性疾病#主要影响四肢关节的功能)

67

的发

生*发展受多条信号通路的调节#其中
8Ze.

%

是一条重要通

路)

QY[+

是
8Ze.

%

超家族成员之一#对组织的生长发育有着

重要的作用#在组织的损伤修复平衡中起着一定的调节作用)

QY[+

对不同种类细胞的增殖*分化*黏附*迁移和凋亡起着重

要调节作用#在
67

患者滑膜中证实了
QY[+

的存在&

-./

'

)

TS7

小鼠是近年来研究
67

病理机制的较为理想动物模型#主

要表现为关节红肿#多发性关节炎#严重时可致关节畸形并伴

有炎性细胞浸润)本实验通过牛
$

型胶原诱导
3Q7

"

$L

小鼠

发病#发病率较高#另外
0

只小鼠因为个体差异或注射效果差

而未发病)发病的
TS7

小鼠表现为滑膜组织增生#衬覆多层

滑膜细胞#血管扩张充血#炎细胞浸润#血管翳出现#骨质被侵

蚀等病理变化#类似于人
67

的临床病理改变&

(.$%

'

)

在
TS7

小鼠外周血单个核细胞中
QY[+

表达谱发生不同

程度改变#

QY[1

表达明显上调#同时
QY[0

和
QY[(

表达明

显下调)接下来检测病变关节组织中的
QY[+

#

4

种
QY[+

均

表达明显下调#其中
QY[0

和
QY[(

与外周血检测结果一致)

其中
QY[1

在外周血单个核细胞中表达与其在病变关节组织

中表达存在明显差异#推测其原因!$

$

%产生部位和产生细胞不

同#外周血中主要由单个核细胞$主要是淋巴细胞和单核细胞

产生%#病变关节组织中主要由巨噬细胞样滑膜细胞和成纤维

样滑膜细胞产生($

1

%细胞因子相互作用呈复杂网络性#具体产

生机制需要进一步研究证实)依据现有报道
QY[+

可协同

8Ze.

%

促进
e"N

B

'X调节性
8

细胞分化#可见
QY[+

在病变关

节中的表达减少#导致
8

细胞分化减弱#不能有效抑制免疫反

应#进一步发展局部关节受到炎症侵蚀破坏&

$$.$1

'

)

QY[(

是近

年来研究较热的
QY[+

#其在成骨分化诱导上起着重要作用#

早期可以促使成骨标志物碱性磷酸酶增高&

$'.$4

'

#为进一步证

实
QY[(

表达情况#利用免疫荧光技术检测关节组织中
QY[(

的蛋白水平#发现发病关节组织中
QY[(

表达明显下调与其

基因水平变化一致)由此推测
QY[(

的下调改变可能促进了

TS7

小鼠关节骨破坏的发生*发展#与学者
\"9#:+

研究结论!

在小鼠体内上调
QY[+

信号通路可保护软骨免受炎症侵蚀一

致&

$)

'

)由此可见
QY[+

信号通路可能是治疗关节炎骨破坏新

的靶点)

综合以上实验结果#本研究证实了
QY[+

在胶原诱导关节

炎发生*发展过程中存在表达谱的改变#其中
QY[(

表达明显

下调#这为进一步研究其作用机制提供实验和理论基础)
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临床应用相比#目前关于天麻素的镇痛作用及其机制的实验研

究不多)张怡评等&

$1

'研究表明小鼠灌胃给药#不同剂量天麻

素和天麻苷元能显著提高热伤害刺激致痛小鼠的痛阈#明显抑

制醋酸引起的小鼠扭体反应#提示天麻素和天麻苷元有镇痛作

用)郑卫红等&

$'

'研究显示天麻素可以减轻长春新碱诱导的大

鼠化疗疼痛反应#使其痛阈值明显增高#且镇痛效果与天麻素

的剂量有关#大剂量时效果更明显)最近有研究报道腹腔注射

不同剂量天麻素对神经痛具有镇痛作用&

$0

'

)在培养的大鼠三

叉神经节细胞上#中浓度的天麻素$

4

*

$%FF"?

"

\

%可能通过

R6a$

"

1

途径降低痛觉信息的传入和整合&

$4

'

)

有关天麻素对神经痛的中枢镇痛作用的实验研究迄今为

止尚较少报道)本实验研究结果表明左侧坐骨神经结扎大鼠

伏核注射天麻素引起双侧后爪缩爪潜伏期延长#提示天麻素在

大鼠伏核对神经痛具有重要的镇痛作用#但有关天麻素对神经

痛的中枢镇痛机制目前仍不清楚#有待于进一步研究)

参考文献

&

$

'

f#FF:9F;,,Y&[;>="G#"?"

AJ

"@,:C9"

B

;>=#<

B

;#,

&

L

'

&RC9

L[=;9F;<"?

#

1%%$

#

01(

$

$

"

'

%!

1'.'-&

&

1

'

e#,,:9C

B

dQ

#

L:,+:,8O&Y:<=;,#+F+"@!#+:;+:

!

F:<=;.

,#+F.G;+:!<?;++#@#<;>#","@,:C9"

B

;>=#<

B

;#,.;<9#>#<;?;.

,;?

J

+#+

&

L

'

&d;>T?#,[9;<>d:C9"?

#

1%%)

#

1

$

1

%!

$%-.$$4&

&

'

'

Q;9",6&Y:<=;,#+F+"@!#+:;+:

!

,:C9"

B

;>=#<

B

;#,.;<?#,#.

<;?

B

:9+

B

:<>#I:

&

L

'

&d;>T?#,[9;<>d:C9"?

#

1%%)

#

1

$

1

%!

(4.

$%)&

&

0

'

3E"9P#,62

#

MDT",,"97Q

#

Q;<P",

*

;Y

#

:>;?&[=;9F;<".

?"

A

#<F;,;

A

:F:,>"@,:C9"

B

;>=#<

B

;#,

!

:I#!:,<:G;+:!9:<.

"FF:,!;>#",+

&

L

'

&[;#,

#

1%%-

#

$'1

$

'

%!

1'-.14$&

&

4

'

c;,

A

_3

#

f=CL

#

c;,

A

6

#

:>;?&[=:,"?#<<",+>#>C:,>+@9"F

>=:9=#W"F:+"@Z;+>9"!#;:?;>;

&

L

'

&d;>[9"!6:+

#

1%%-

#

1$

$

1

%!

$/%.$/)&

&

)

'

ZC_\

#

cC\T&S,I"?I:F:,>"@"

B

#"#!9:<:

B

>"9+#,"N

J

>".

<#,.#,!C<:!;,>#,"<#<:

B

>#",#,>=:,C<?:C+;<<CFG:,+"@

9;>+

&

L

'

&L[;#,

#

1%%-

#

/

$

$

%!

/4.(%&

&

-

'

_CO\

#

\#L

#

f=;,

A

LL

#

:>;?&7,>#,"<#<:

B

>#I::@@:<>+"@

A

;.

?;,#,#,>=:,C<?:C+;<<CFG:,+"@9;>+

&

L

'

&d:C9"+<#\:>>

#

1%$1

#

41%

$

$

%!

0'.0)&

&

/

'

c;,

A

c

#

f=;,

A

c

#

\#_2

#

:>;?&S,I"?I:F:,>+"@

A

;?;,#,

;,!#>+9:<:

B

>"9+#,;,>#,"<#<:

B

>#",#,,C<?:C+;<<CFG:,+

"@9;>+E#>=#,@?;FF;>"9

JB

;#,

&

L

'

&d:C9"+<#6:+

#

1%$4

#

(-

$

/

%!

1%.14&

&

(

'

3C;,2

#

f=;,

A

c

#

f=;,

A

_Y

#

:>;?&7,>#,"<#<:

B

>#I:9"?:+

"@

A

;?;,#,9:<:

B

>"9$#,,C<?:C+;<<CFG:,+"@9;>+#,;

F"!:?"@,:C9"

B

;>=#<

B

;#,

&

L

'

&Ld:C9"+<#6:+

#

1%$4

#

('

$

$%

%!

$401.$44$&

&

$%

'吕国平#王春芹#蔡中琴
&

天麻素注射液的药理及临床研

究&

L

'

&

中草药#

1%%1

#

''

$

4

%!

i%%'.i%%0&

&

$$

'郭学廷#聂永霞
&

天麻素治疗偏头痛的近期疗效&

L

'

&

实用

全科医学#

1%$$

#

(

$

0

%!

4-(

#

4($&

&

$1

'张怡评#林丽聪#吴春敏
&

天麻素与天麻苷元的镇痛作用

研究&

L

'

&

福建中医学院学报#

1%%)

#

$)

$

)

%!

'%.'$&

&

$'

'郑卫红#张金芝#郑世玲
&

天麻素对化疗痛大鼠的作用及

其在脊髓水平的作用机制&

L

'

&

中国药理学与毒理学杂

志#

1%$1

#

)

$

'

%!

000.00)&

&

$0

'徐敏#刘勇军#闵闽#等
&

天麻素对神经病理性疼痛大鼠的

镇痛作用及其机制研究&

L

'

&

临床医学工程#

1%$0

#

1$

$

-

%!

/'-./'(&

&

$4

'

\C"ZZ

#

e;, KL

#

cC;,_c

#

:>;?&8=:

B

=;9F;<"?"

A

#<;?

F:<=;,#+F"@

A

;+>9"!#,",<;?<#>",#,

A

:,:.9:?;>:!

B

:

B

>#!:

"@<C?>C9:!9;>>9#

A

:F#,;?

A

;,

A

?#",

&

L

'

&c;"_C:_C:Q;"

#

1%$$

#

0)

$

$1

%!

$04$.$04)&

$收稿日期!

1%$4.%/.%/

!

修回日期!

1%$4.$%.$)

%

$上接第
1(4

页%

!!

;,!4#,+

J

,"I#;?>#++C:"@

B

;>#:,>+E#>="+>:";9>=9#>#+;,!

9=:CF;>"#!;9>=9#>#+

&

L

'

&79>=9#>#+6:+8=:9

#

1%%)

#

/

$

'

%!

64/&

&

/

'

K#??#;F+LT

#

Y;#>9;O

#

7,!:9+", YL

#

:>;?&QY[.-;,!

G",:9:

A

:,:9;>#",

!

:I;?C;>#","@!"+:.9:+

B

",+:#,;9"!:,>

+:

A

F:,>;?!:@:<>F"!:?

&

L

'

&LM9>="

B

89;CF;

#

1%$4

#

1(

$

(

%!

:'').'0$&

&

(

'

\"9#:+6L

#

Y;>>=

J

+[

#

!:b?;F a

#

:>;?&7,=

J

?"+#,

A

:,.

>=:+#>#+

#

!;<>

J

?#>#+

#

;,!",

J

<="

B

:9#"+>#>#+#, F;?:3Q7

"

$

F#<:

!

;F"!:?"@

B

+"9#;>#<;9>=9>#+

&

L

'

&7,,6=:CF 3#+

#

1%%0

#

)'

$

4

%!

4(4.4(/&

&

$%

'

K;,

A

_k

#

[:,

A

c[

#

\#Cf

#

:>;?&6"?:+"@>

J

9"+#,:=

J

!9"N

J

.

?;+::N

B

9:++:!G

J

T30X 8<:??+CG+:>+#,<"??;

A

:,>

JB

:

$

.#,.

!C<:!;9>=9#>#+

&

L

'

&f=",

AA

C"c#,

A

c",

A

O=:,

A

\#_C:f;

f=#

#

1%$0

#

'%

$

4

%!

'(%.'(0&

&

$$

'

\C\

#

Y;L

#

K;,

A

_

#

:>;?&O

J

,:9

A

#+>#<:@@:<>"@8Ze.G:>;

+C

B

:9@;F#?

J

F:FG:9+",>=:#,!C<>#","@e"N

B

'X 89:

A

&

L

'

&RC9LSFFC,"?

#

1%$%

#

0%

$

$

%!

$01.$41&

&

$1

'

Y:??;!"i

#

Y;9>l,:W.YCm"W\

#

T;+<#"Z

#

:>;?&8<:??F#.

A

9;>#",#,9=:CF;>"#!;9>=9#>#+

&

L

'

&e9",>SFFC,"?

#

1%$4

#

)

!

'/0&

&

$'

'

a;,;P;9#+da

#

T;?"9#ZY

#

b:9!",P6

#

:>;?&7

BB

?#<;>#",

"@QY[.->">#G#;?,",.C,#",+

!

;'.

J

:;9FC?>#<:,>:9:N

B

:.

9#:,<:

&

L

'

&S,

*

C9

J

#

1%%/

#

'(

$

OC

BB

?1

%!

O/'.(%&

&

$0

'

b;<<;9"76

#

K=;,

A

[Z

#

[;>:?8

#

:>;?&8=:+;@:>

J

;,!:@.

@#<;<

J

"@M[.$

$

9=QY[.-

%

;+;9:

B

?;<:F:,>@"9#?#;<<9:+>

;C>"

A

9;@>@"9

B

"+>:9"?;>:9;??CFG;9;9>=9"!:+#+

!

F#,#FCF

0.

J

:;9@"??"E.C

B

"@;

B

#?">+>C!

J

&

L

'

&O

B

#,:L

#

1%%/

#

/

$

'

%!

04-.0)4&

&

$4

'

\#_\

#

\#CcQ

#

Y;RZ

#

:>;?&O

J

,:9

A

#+>#<:@@:<>"@QY[(

;,!8Ze.

%

#,>=:

B

9"?#@:9;>#",;,!!#@@:9:,>#;>#","@"+>:.

"G?;+>+

&

L

'

&Z:,:>Y"?6:+

#

1%$4

#

$0

$

'

%!

-)%4.-)$4&

&

$)

'

\"9#:+6L

#

3;;,+Y

#

Y;>>=

J

+[

#

:>;?&d"

AA

#,=;

B

?"#,+C@.

@#<#:,<

J

!#@@:9:,>#;??

J

;@@:<>+>#++C:9:+

B

",+:+#,!:+>9C<.

>#I:;,!9:F"!:?#,

A

;9>=9#>#+

&

L

'

&79>=9#>#+6=:CF

#

1%%)

#

40

$

)

%!

$-').$-0)&

$收稿日期!

1%$4.%/.%/

!

修回日期!

1%$4.$%.$)

%

/(1

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期


