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观察羧甲司坦对慢性气道炎症大鼠肺组织中磷脂酰肌醇
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氨酸合酶"
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#表达的影响%方法
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将
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只健康雄性
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大鼠随机分为对照组'模型组和羧甲司坦治疗组%模型组及羧甲司

坦治疗组大鼠用气管内注入脂多糖和熏香烟法制成慢性气道炎症大鼠模型!羧甲司坦治疗组大鼠在第
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天吸烟前
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#灌胃%计数各组大鼠支气管肺泡灌洗液"
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#细胞!观察肺组织的病理变化&用免疫组织化学检测

肺组织
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及磷酸化
)a2
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#的表达水平&用逆转录聚合酶链反应"
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#检测
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'

!
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的表

达%结果
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与模型组比较!羧甲司坦治疗组大鼠支气管'肺组织中炎症浸润及
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中中性粒细胞数明显降低"
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的表达明显降低"
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#!谷胱甘肽"
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#'活性氧"
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#含量明显

减少!总抗氧化能力明显上升"
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羧甲司坦可能通过
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通路促进
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蛋白的表达!减轻被动吸烟大

鼠肺部的炎症和氧化应激%
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氧化
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抗氧化失衡是慢性气道炎症的主要发病机制之
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'谷胱甘肽$

M

TLQOQPFEI$
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\1!

%是体内重要的抗氧化剂#

在保护气道上皮细胞完整性)抵御肺部损伤与抗炎等方面发挥

重要的作用(
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合成的限速酶#对
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生成的速
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%通路可能调控
*
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的表达(
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'羧甲司坦是经典的黏

痰溶解剂#最新的体外研究证实其具有抗氧化作用#但其具体

的作用机制尚不清楚(
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'本实验旨在探讨羧甲司坦对
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通路及
*
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表达的影响#研究其抗氧化的作用机制'
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材料与方法
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主要试剂
!

羧甲司坦片为广州白云山制药股份有限公司

产品#脂多糖试剂购自美国
1F

M
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公司#还原型
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测试盒购

自南京建成生物工程研究所#兔抗磷酸化
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多克隆抗体为美国
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公司

产品#通用型
1/

系列工作液试剂盒$

1/&?---

%购自北京中杉

生物工程公司#逆转录聚合酶链反应$
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%测试盒购自北京鼎国昌盛

生物技术有限公司'
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实验动物分组及模型制备
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清洁级雄性
1
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%大鼠
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只$郑州大学实验动物中心%#平均体质量

$
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%
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#按随机数字表法分为
3

组#每组
7-

只'本实

验采用国内通用方法(

B
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%模型组!第
7

)

7B

天#大鼠用
7-D

水合氯醛
3N@

"

Z

M

腹腔注射麻醉后#将脂多糖$

7N

M

"

N@

%
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#
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注入气管内&在第
.

!
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天)第
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!

3-

天将大鼠置入自
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年
3

月第
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卷第
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期



制密闭箱内被动吸红旗渠牌香烟$每支含尼古丁
7N

M

#焦油

7-N

M

%#烟雾浓度约
;D

$

R

"

R

%#每天
.

次#每次约
7P

&第
7J

!

3-

天上午吸烟前
3-NFI

予生理盐水
7=;N@

灌胃'$

.

%羧甲

司坦治疗组!脂多糖处理及烟熏同模型组&第
7J

!

3-

天上午吸

烟前
3-NFI

给予羧甲司坦
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M

"
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M
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%对照组!正常

饲养#第
7

)

7B

天用
7-D

水合氯醛
3N@

"

Z

M

腹腔注射麻醉#气

管内注入生理盐水
.--

#

@

#第
7J

!

3-

天给予生理盐水
7=;N@

灌胃'所有大鼠均在第
37

天用
7-D

水合氯醛
3N@
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腹腔

注射麻醉#颈动脉放血处死#行肺泡灌洗#留取实验标本'
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实验方法
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#
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%的涂片计数
!

颈动脉放血处死大鼠#开胸分离出气管

及肺组织#结扎右主支气管#在气管中上
7

"

3

环状软骨处离断#

将静脉套管顺气管方向插至左侧肺门处并固定#用生理盐水

3N@

注入左肺#停顿
3-H

后回抽#反复
3

次#

0)@]

回收率约

8-D

#将
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行涂片细胞分类计数'

A=C=B

!

肺组织病理学观察及组织标本的保存
!

取左侧肺组

织#用
,D

甲醛固定#石蜡包埋切片#苏木素
&

伊红染色后光学

显微镜观察'切取右下肺#将其浸入
,D

多聚甲醛固定后用于

免疫组织化学检测&其余右肺迅速置于液氮#

V8-_

保存#用

于
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#
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#
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%和
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检测'
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肺组织
#
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及
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的免疫组织化学检测
!

采用

免疫组织化学链霉素抗生物素蛋白
&

过氧化物酶$

HQ%$

#

QORFCFI&

#

$%EHFCOH$

#

1/

%法检测
#

&)a2

蛋白及
*

&\'1

蛋白的表达'取

,D

多聚甲醛固定的右下肺组织#石蜡包埋切片#脱蜡至水#抗

原修复#加山羊血清封闭#先后加入第一)二抗体#二氨基联苯

胺$

3

#

3c&CFONFIE<$I[FCFI$

#
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%显色#苏木素复染后脱水封

片'细胞核出现棕黄或棕褐色为阳性'使用
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%图像分析系统检测图像中阳性区平均

积分光密度'
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肺组织
.=3T NY5)
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UM0> NY5)

的
Y2&/'Y

检

测
!

将待检肺组织取出后在液氮下研磨#加入
7N@2%F[ET

试

剂抽提
Y5)

#

Y5)

纯度)含量及完整性的检测和
Y2&/'Y

操

作步骤均依照文献进行'

.=3T NY5)

上游引物!
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;c&)\\

)\\))\'\\2\\2'2)&3c
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#
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NY5)

上游引物!

;c&)\)2\)2)\))')'\\\)\\&
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#下游引物!

;c&')')))2)'')')2)\\')\)&3c

#扩

增片段为
,.,<
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&
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&OKQFI

上游引物为!

;c&)2')2\222\)\

)''22'))')&3c

#下游引物为!

;c&')2'2'22\'2'

\))\2'2)&3c

#扩增产物为
378<

#

'扩增产物经
.D

琼脂

糖凝胶电泳后#置于暗箱式紫外透射仪中成像#软件分析计算

灰度值'

A=C=E

!

肺组织
\1!

)

Y41

及
2&)4'

含量的检测
!

取右肺组

织用比色法按试剂盒操作说明书测定
\1!

)

Y41

及
2&)4'

的含量'

A=D

!

统计学处理
!

采用
1/117J=-

软件进行统计学分析#计

量数据用
IA<

表示#组间比较采用
5

检验#以
.

$
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为差异

有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B=A

!

大鼠
0)@]

中炎症细胞的表达
!

模型组大鼠
0)@]

中

细胞总数较对照组明显增多$

.

$
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%#其中以中性粒细胞增

多为主'羧甲司坦治疗组细胞总数较模型组明显降低$

.

$
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%#但较对照组明显增多$

.

$
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%'见表
7
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B=B

!

肺组织病理学改变
!

对照组大鼠气道上皮细胞完整#肺

组织结构正常&模型组上皮细胞脱落)坏死严重#可见大量炎症

细胞浸润&羧甲司坦治疗组上皮细胞脱落)坏死及炎症细胞浸

润较模型组减轻'

B=C

!

肺组织中
#

&)a2

蛋白及
*

&\'1

蛋白的表达
!

模型组大

鼠肺组织中
#

&)a2

蛋白及
*

&\'1

蛋白的表达明显高于羧甲

司坦治疗组和对照组$

.

$
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%#羧甲司坦治疗组大鼠肺组织

中
#

&)a2

蛋白及
*

&\'1

蛋白的表达明显高于对照组$

.
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%'见表
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B=D

!

.=3T NY5)

及
!

UM0> NY5)

表达
!

Y2&/'Y

显示#模

型组
.=3T NY5)

及
!

UM0> NY5)

表达明显高于羧甲司坦治

疗组和对照组$

.

$
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%#且羧甲司坦治疗组
.=3TNY5)

及
!

U
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表达明显高于对照组$

.
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%'见图
7

)表
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B=E

!

肺组织中
\1!

)

Y41

及
2&)4'

的含量
!

与对照组比

较#模型组及羧甲司坦治疗组大鼠肺组织
\1!

及
Y41

含量均

增加#

Y41

的增加尤为明显#而
2&)4'

含量显著降低$

.

$
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%'提示模型组和羧甲司坦治疗组的
\1!

的增加不足以

抵抗
Y41

的增加#存在氧化
&

抗氧化失衡'见表
3

'

表
7

!!

各组大鼠
0)@]

细胞总数及分类 &

IA<

'

组别 细胞总数$

>7-

;

"

N@

%

细胞分类$

D

%

单核
&

巨噬细胞 中性粒细胞 淋巴细胞

对照组
7=B;A-=38 87=73A.=;8 73=.7A7=JB ;=BBA-=?7

模型组
J=3.A-=JJ

'

B;=7;A,=8;

'

3-=,3A,=;,

'

,=,.A7=7?

'

羧甲司坦治疗组
,=.-A-=B7

')

J8=7;A;=,7

')

7B=7,A3=?,

')

;=J7A.=3J

')

!!

'

!

.

$

-=-;

#与对照组比较&

)

!

.

$

-=-;

#与模型组比较'

表
.

!!

各组大鼠肺组织
#

&)a2

蛋白%

*

&\'1

蛋白%

.=3T NY5)

及
!

UM0> NY5)

的表达

组别
#

&)a2

蛋白
*

&\'1

蛋白
!

UM0> NY5) .=3T NY5)

对照组
7-B=B,A;=?7 773=8JA3=,? -=7;A-=-. -=,;A-=-J

模型组
7;7=33A77=-?

'

7,;=-?A?=;8

'

-=,;A-=-;

'

7=7JA-=77

'

羧甲司坦治疗组
73-=,8A,=8B

')

7.B=;7A,=JB

')

-=.7A-=-,

')

-=8JA-=-?

')

!!

'

!

.

$

-=-;

#与对照组比较&

)

!

.

$

-=-;

#与模型组比较'

3JJ

重庆医学
.-7.

年
3

月第
,7

卷第
8

期



B=F

!#

&)a2

与
*

&\'1

蛋白及
!

UM0> NY5)

的相关性
!

慢性

气道炎症大鼠肺组织中
#

&)a2

与
*

&\'1

蛋白及
!

UM0>

NY5)

的表达均呈显著性正相关$

4f-=87.

#

4f-=J,7

&

.

$

-=-7

%'

表
3

!!

各组大鼠肺组织
\1!

%

Y41

及
2&)4'

的含量

组别
\1!

$

N

M

"

N

M#

%EQ

%

Y41

$

`

"

N

M#

%EQ

%

2&)4'

$

`

"

N

M#

%EQ

%

对照组
73=3BA3=87 J=7;A7=J8 7=,;A-=3?

模型组
.?=,8A;=3J

'

.J=;?A,=B7

'

-=B3A-=.J

'

羧甲司坦治疗组
.-=J3A,=,B

')

7,=?.A3=3,

')

-=?,A-=3;

')

!!

'

!

.

$

-=-;

#与对照组比较&

)

!

.

$

-=-;

#与模型组比较'

!!

+

!

+O%Z$%

&

)

!对照组&

0

!模型组&

'

!羧甲司坦治疗组'

图
7

!!

大鼠肺组织
.=3T NY5)

及
!

UM0> NY5)

的表达

C

!

讨
!!

论

炎症和氧化
&

抗氧化失衡是慢性阻塞性肺疾病$

KP%EIFK

E<HQ%LKQFR$

#

LTNEIO%

"

CFH$OH$H

#

'4/*

%的重要的发病机制(

J

*

'

本实验显示#模型组
0)@]

中细胞总数)中性粒细胞数明显增

加#肺组织炎症细胞浸润明显#支气管黏膜排列紊乱&与对照组

比较#模型组大鼠肺组织中
\1!

)

Y41

含量均增高#前者增高

的程度低于后者&而
2&)4'

显著降低#表明模型组肺组织中

存在炎症和氧化
&

抗氧化失衡'

本实验显示#模型组大鼠肺组织中
#

&)a2

蛋白)

*

&\'1

蛋

白)

.=3T NY5)

及
!

UM0> NY5)

的表达水平均较对照组明

显提高#提示慢性气道炎症大鼠肺组织中存在氧化应激反应#

相关性分析显示
#

&)a2

与
*

&\'1

蛋白及
!

UM0> NY5)

的表

达呈正相关#说明
/:3a

"

)a2

的信号通路途径可能参与调节

*

&\'1

的表达'

*

&\'1

是
\1!

合成的限速酶#

*

&\'1

的高表

达促进
\1!

合成增加#从而参与局部抗氧化作用'

@F

等(

8

*在

研究中发现
/:3a

的抑制剂
@g.?,--.

能阻止
\1!

的上调'

)%FHOUO

等(

?

*研究证明
/73a

"

)a2

通路经过熊去氧胆酸活化

后可促进红系衍生的核因子
.

相关因子
.

$

ILKT$O%SOKQE%$%

"

&

QP%EFC.&%$TOQ$CSOKQE%.

#

5%S.

%核转位#从而调控
*

&\'1

的表

达'

+O%QFI

等(

7-

*也发现#

/:3a

可能激活一些有助于增加
5%S.

蛋白水平的稳定蛋白的转录'实验结果提示
/:3a

"

)a2

信号

通路通过增加
5%S.

上游调控激酶的表达促进
5%S.

核转位#从

而提高
*

&\'1

的表达水平#进而增加
\1!

的合成'

羧甲司坦是经典的黏痰溶解药物#它可以裂解二硫键#改

善痰的黏滞性(

77

*

'最新研究表明#因其分子结构中含有较高

的巯基$

V1!

%#可能具有抗感染)抗氧化应激作用(

7.&73

*

'本实

验通过早期应用羧甲司坦干预被动吸烟大鼠慢性气道炎症来

观察其作用'羧甲司坦治疗组大鼠
0)@]

中细胞总数较模型

组有所降低#中性粒细胞数也显著减少'肺组织病理学检测显

示#羧甲司坦治疗组支气管黏膜上皮结构排列混乱)中性粒细

胞浸润均较模型组有所减轻#说明羧甲司坦治疗组气道炎症有

所减轻'羧甲司坦治疗组的
.=3T NY5)

)

#

&)a2

蛋白及
*

&

\'1

蛋白的表达水平均较模型组降低#

\1!

)

Y41

含量也较模

型组有所降低#且
Y41

降低较为明显#

2&)4'

也显著升高#说

明羧甲司坦治疗组氧化
&

抗氧化失衡有所改善'综上所述#提

示羧甲司坦具有抗感染)抗氧化作用'

gOHLCO

等(

7,

*临床研究

也表明羧甲司坦在抗氧化)减轻系统性炎症等方面发挥重要作

用'国内
..

个多中心的
/6)'6

临床研究表明羧甲司坦可使

'4/*

急性发作率降低
.,=;D

#其确切机制尚不清楚(

7.

*

'最

新的体外研究证实羧甲司坦可通过清除
Y41

发挥抗氧化作

用(

7;

*

'这与本实验结果一致#即羧甲司坦可减轻被动吸烟大

鼠肺部的炎症和氧化应激'

总之#本研究表明
/:3a

"

)a2

信号通路可参与对抗氧化

基因
*

&\'1

的调控#其可能机制为被动吸烟消耗抗氧化物

\1!

#造成氧化
&

抗氧化失衡#同时又激活
/:3a

"

)a2

信号通

路#增加
5%S.

上游的调控蛋白的表达#引起
5%S.

核转位#后者

与
!

UM0>

基因启动子上相应位点结合#启动
!

UM0> NY5)

的

转录#提高
*

&\'1

的含量#从而增加
\1!

的合成#对抗氧化应

激#改善氧化
&

抗氧化失衡'本实验进一步证明了羧甲司坦具

有减轻炎症细胞浸润#清除
Y41

#发挥抗感染)抗氧化的作用#

为羧甲司坦的临床应用提供了依据'

参考文献#

(

7

*

'OROTKOIQ$)\

#

C$0%LFI/]=2P$%ET$ESEWFCOQFR$HQ%$HH

FI'4/*

!

KL%%$IQKEIK$

#

QHOIC

#

$%H

#

$KQFR$H

(

b

*

=0%OH

/I$LNET

#

.--?

#

3;

$

7.

%!

7..J&7.3J=

(

.

* 施焕中
=

慢性阻塞性肺疾病(

+

*

=

北京!人民出版社#

.--B

!

7,;&7;-=

(

3

* 韩玲#徐建英
=

*

&

谷氨酰半胱氨酸合酶在慢性阻塞性肺疾

病中的作用(

b

*

=

国外医学内科学分册#

.--B

#

33

$

8

%!

3,3&

3,;=

(

,

* 江刚#戴爱国#胡瑞成
=5%S.

调控
*

&

谷氨酰半胱氨酸合成

酶表达与慢性阻塞性肺疾病(

b

*

=

国际呼吸杂志#

.--J

#

.J

$

,

%!

.B;&.B?=

(

;

*

'O%

#

O

M

IOIE\6

#

Y$HQO4

#

]EHKKPFIE&0O%<O%E +/

#

$QOT=

6WPOT$C:IQ$%T$LZFI$&BOIC8&FHE

#

%EHQOI$FIKP%EIFKE<&

HQ%LKQFR$

#

LTNEIO%

"

CFH$OH$

!

$SS$KQESKO%<EK

"

HQ$FI$T

"

HFI$

HOTQNEIEP

"

C%OQ$

$

1'+'&@

"

H

%(

b

*

=6L%b/PO%NOKET

#

.--,

#

;-;

$

7

"

3

%!

7B?&7J;=

(

B

* 庞宝森#李远红#张洪玉
=

慢性阻塞性肺疾病动物模型的

研究进展(

b

*

=

心肺血管病杂志#

.--;

#

.,

$

7

%!

,;&,B=

(

J

* 姚婉贞#徐永健#冯玉麟#等
=

慢性阻塞性肺疾病(

+

*

=

北

京!北京大学医学出版社#

.--J=

(

8

*

@F1+

#

XLI@

#

YE[OIHZF\b=Y$

M

LTOQFEIES

M

TLQOQPFEI$FI

KO%CFOKN

"

EK

"

Q$H

(

b

*

=b +ET'$TT'O%CFET

#

.--3

#

3;

$

?

%!

77,;&77;.=

(

?

*

)%FHOUO1

#

:HPFCOa

#

aON$

"

ONO5

#

$QOT=̀%HEC$EW

"

KPETFK

OKFCFICLK$H

M

TLQOQPFEI$H

"

IQP$HFHQP%EL

M

POKQFROQFEIES

/:3a

"

)ZQ

#

OQPUO

"

FI!$

#

\.K$TTH

(

b

*

=0FEKP$N/PO%NO&

KET

#

.--?

#

JJ

$

;

%!

8;8&8BB=

(

7-

*

+O%QFI*

#

YE

G

E):

#

+O%QO1

#

$QOT=Y$

M

LTOQFEIES!$N$

EW

"M

$IOH$&7$W

#

%$HHFEIQP%EL

M

PQP$

#

PEH

#

POQFC

"

TFIEHFQET

3&aFIOH$

"

)ZQ

#

OQPUO

"

OICQP$5%S.Q%OIHK%F

#

QFEISOKQE%

FI%$H

#

EIH$QEQP$OIQFEWFCOIQ

#

P

"

QEKP$NFKOTKO%IEHET

(

b

*

=

b0FET'P$N

#

.--,

#

.J?

$

7-

%!

8?7?&8?.?=

$下转第
JJ8

页%

,JJ

重庆医学
.-7.

年
3

月第
,7

卷第
8

期



COIQH

"

HQ$NHFI$

#

FT$

#

QFK

#

OQF$IQH

(

b

*

=b/PO%NOKET1KF

#

.--,

#

?B

$

,

%!

,B;&,J3=

(

8

*

)%NLQKL]

#

4[$%ET6

#

\L%$T)

#

$QOT=6SS$KQESTEI

M

&Q$%N

QP$%O

#"

UFQPHECFLNROT

#

%EOQ$EIIOFTOICH$%LNQ%OK$$T&

$N$IQHQOQLHFI$

#

FT$

#

QFKKPFTC%$I

(

b

*

=0FET2%OK$6T$N

Y$H

#

.--,

#

7-.

$

7

"

3

%!

7&7-=

(

?

*

'EP$I&aSF%6

#

@$$^

#

6HZOICO%F1

#

$QOT=hFIKFIPF<FQFEIES

M

ONNO&ONFIE<LQ

"

%FKOKFCQ%OIH

#

E%Q$%,

$

\)2,

%

%$R$OTHO

TFIZ<$QU$$I$WKFQOQE%

"

OICFIPF<FQE%

"

I$L%EQ%OIHNFHHFEI

(

b

*

=/%EK5OQT)KOC1KF 1̀)

#

.--;

#

7-.

$

7J

%!

B7;,&B7;?=

(

7-

*

YF<$F%E+\

#

/$C%$IPE)Y

#

!OHHqI&(ETEKP)=6T$KQ%EK

"

Q$

$

5O

$

9

%#

a

$

9

%%

)2/OH$FIPF<FQFEIFICLK$C<

"

[FIKFH%$&

R$%Q$C<

"

CFQPFEQP%$FQET

(

b

*

=:IQb0FEKP$N'$TT0FET

#

.--.

#

3,

$

;

%!

;7B&;.,=

(

77

*

aEPbg

#

1LP1̂

#

\UO

M

0b

#

$QOT=2P$%ET$ES[FIKFIH$&

T$KQFR$I$L%EIOTC$OQPOSQ$%Q%OIHF$IQ

M

TE<OTK$%$<%OTFH&

KP$NFO

(

b

*

=1KF$IK$

#

7??B

#

.J.

$

;.B,

%!

7-73&7-7B=

(

7.

*

gEZE

"

ONO+

#

aEPb

#

'PEF*^=0%F$S$W

#

EHL%$QE[FIKFH

QEWFKQEKE%QFKOTI$L%EIH

(

b

*

=5$L%EHKF@$QQ

#

7?8B

#

J7

$

3

%!

3;7&3;;=

(

73

*

0FT$RFKFLH6

#

gOHLCO'@

#

1FTRO +1

#

$QOT=)IQF$

#

FT$

#

QFK

C%L

M

%$H

#

EIH$FIQ$N

#

E%OTTE<$$

#

FT$

#

H

"

!

OKTFIFKOTOIC

+Y:NE%

#

PEN$Q%

"

HQLC

"

(

b

*

=5$L%ETE

M"

#

.-7-

#

J;

$

7?

%!

7B?;&7J-7=

(

7,

*

ÔI
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