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在维持血管稳态中发挥重要作用&当血管受到损伤或外界刺

激时可引起
O9$&2

的增殖和迁移"

O9$&2

迁移至内膜引起

的内膜增生是血管外科搭桥术#经皮血管成形术#血管移植术

等手术后血管再狭窄发生的重要因素+
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&外界因素主要包括

细胞因子#趋化因子#生长因子及基质金属蛋白酶$
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%等"均可引起
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的迁移&正

常的
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位于血管中膜层"周围由细胞外基质包裹"阻止

O9$&2

的迁移+
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表达异常时可引起细胞外基质的

降解"从而使
O9$&2

失去控制"获得迁移能力"

$$(2

表达异

常引起的
O9$&2

迁移在动脉粥样发病中起重要作用&其中

基质金属蛋白酶
CF
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%和基质金属蛋白酶
C@
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$$(C@

%是
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家族中的两个重要成员"在
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迁移中起关键作
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%是参与炎症的重要转录因子"
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也是参与
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蛋白表达的重要调控因子+
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究发现"磷脂酰肌醇
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%信号通路在
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激活中

发挥重要作用+
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&松弛素一直作为一种孕激素为人们所了解"
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型松弛素$
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%是其中一种亚型"是机体循环中最主

要的成分之一&过去研究表明"松弛素具有抗纤维化#治疗心

衰#改善心肌缺血再灌损伤#降低血压等心血管保护作用+
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但近年来发现"松弛素具有促进细胞迁移的效应"且有研究发

现人骨肉瘤组织和骨肉瘤患者血清中的
%1/.S*+CF

水平呈不同

程度的增加"其中"晚期骨肉瘤患者和血行转移癌患者血清

%1/.S*+CF

水平更高"体外实验表明下调
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可以抑制
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骨肉瘤细胞的迁移和血管生成等生物学效应+
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具有促进
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表达的效应+
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示
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可能在
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的迁移中发挥作用"松弛素可以

激活
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信号通路减弱内皮素诱导的血管收缩"还有研

究发现
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通过激活
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参与纤维软骨

细胞
$$(C@

的产生"但目前并没有松弛素对
O9$&2

迁移效

应的报道&本研究旨在探讨松弛素对
O9$&2

迁移的效应"以

及确定松弛素是否可以通过
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和
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上调

$$(CF

和
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进而引起
O9$&2

的迁移效应"为治疗血管

再狭窄和动脉粥样硬化等疾病提供新思路&
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兔多克隆抗体#
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兔多克隆

抗体和
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兔多克隆抗体均购自美国
()531*+31,I

公司&

放射免疫沉淀分析$

%"(<

%裂解液#二喹啉甲酸$
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度测定试剂盒#

Gc

十二烷基硫酸钠
C

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

Gc

9:9C(<_Z

%蛋白上样缓冲液#彩色预染蛋白质相对分子质量

标准#细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒#

T1

H

5Z&X(/M2

超

敏电化学发光$

Z&X

%试剂盒均购自上海碧云天生物技术有限

公司&
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方法&
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培养
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采用含
76f

胎牛血清的
:$Z$

'

Ĉ7F

培养基培养人
O9$&2

"

?8jGf

二氧化碳$
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F

%培养"每
F

天

换
7

次液"待细胞生长至密度为
86f

!

D6f

时"

6>FGf

胰蛋白

酶消化"按
7k?

或
7kE

进行传代"取对数生长期细胞用于实

验&以未用
%1/.S*+CF

处理的
O9$&2

作为对照&
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细胞划痕实验
!

通过划痕实验来检测
%1/.S*+CF

对人

O9$&2

的迁移能力"胰酶消化对数生长期
O9$&2

"以每孔
7c

76

E 个细胞接种于
FE

孔板内"待细胞生长到单层融合状态时"

用
F66

*

X

移液器枪头在培养板底部进行划痕"划痕呈-一.字"

无菌磷酸盐缓冲液$

(T9

%轻轻洗去悬浮的细胞"加入无血清的

培养基"在
Gf&Q

F

和
?8j

恒温条件下孵箱继续培养
FEI

"在

相同位置和相同放大倍数下观察并照相"测量细胞的相对迁移

距离&
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实验
!

通过
').+2P1//

实验来检测
%1/.S*+C

F

对人
O9$&2

的迁移能力"取对数生长期的
O9$&2

"将浓度

每孔
7c76

E 个细胞的无血清细胞悬液接种到
').+2P1/

小室

上室"向
').+2P1/

小室下室加入含不同浓度
%1/.S*+CF

$

76

YD

#

76

Y8

#

76

YA

#

76

YG

L5/

'

X

%的无血清培养基在
Gf &Q

F

?8j

恒

温孵箱中继续培养
FEI

"使细胞迁移至基底膜下"取出小室"用

棉签拭去上室表面未迁移过去的细胞"用甲醇固定
F6L*+

"风

干"

7f

结晶紫染色
GL*+

"将培养小室倒置"在光学显微镜下观

察#照相"并每组随机选取
G

个视野"计数每低倍视野滤膜底面

的平均细胞数&
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蛋白质印迹法$

U1231)+J/533*+
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%检测蛋白的表达
!

采

用
%"(<

裂解液提取细胞总蛋白"冰上裂解
?6L*+

"

Ej

低温

离心机
7F666)

'

L*+

离心
76L*+

"收集上清液"

T&<

法测定细

胞蛋白浓度"加入适量的
9:9C(<_Z

蛋白上样缓冲液"

766j

水浴加热
GL*+

使蛋白充分变性保存备用"用微量加样器将等

量的蛋白加入到上样孔中"经
9:9C(<_Z

分离蛋白后"将蛋白

电转到聚偏氟乙烯$

(O:̂

%膜上"

Gf

的脱脂牛奶封闭
7I

"

7c

'T9'

清洗
?

次"每次
76L*+

"加入合适浓度的一抗"

Ej

缓慢

摇动过夜"第
F

天取出
(O:̂

膜"

7c'T9'

清洗
?

次"每次
76

L*+

"加入辣根过氧化物酶$

#%(

%标记的合适二抗"室温孵育
7

I

"

7c'T9'

清洗
?

次"每次
76L*+

"加入超敏
Z&X

发光液"发

光仪检测抗体结合条带&

5>:>F
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细胞核蛋白和细胞质蛋白的分离
!

根据生产厂家提供

的提取步骤"在低渗透压条件下"使细胞充分膨胀"然后破坏细

胞膜"释放出细胞质蛋白"然后通过离心得到细胞核沉淀&最

后通过高盐的细胞核蛋白抽提试剂抽提得到细胞核蛋白和细

胞质蛋白&细胞质蛋白以
?C

磷酸甘油醛脱氢酶$

_<(:#

%为

内参"细胞核蛋白以
X.L*+1

为内参&
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细胞免疫荧光
!

将对数生长期的细胞分别给予无菌

(T9

和
76

YG

L5/

'

X

的
%1/.S*+CF

刺激
FEI

后"

(T9

清洗
7

次"

Ef

多聚甲醛固定
?6L*+

"滴加
6>7f ')*35+;C766

室温孵育

76L*+

"

6>67L5/

'

X(T9

清洗
?

次"每次
GL*+

"滴加即用型正

常山羊血清"置于湿盒中
?8j

孵育
7I

"弃去血清"勿洗"加入

合适浓度的
!̂C

+

T

-

AG

抗体$

7kF66

%"

Ej

冰箱过夜&弃去一

抗"

(T9

冲洗
?

次"每次
GL*+

"加入合适浓度的异硫氰酸荧光

素标记的猴抗羊抗体
"
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%"置入暗盒中
?6L*+

"

Ei

"

AC

二脒基
CFC

苯基吲哚

$

:<("

%染色
GL*+

"滴加防荧光猝灭剂"封片"暗盒内风干荧光

显微镜下观察&
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统计学处理
!

采用
9(9978>6

统计软件对实验数据进行

统计分析"计量资料以
Kb0

表示"多组间比较采用完全随机资

料的方差分析"两组间进行
9!̀

法分析&以
I

&

6>6G

为差异

有统计学意义&
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结
!!

果
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促进
O9$&2

的迁移
!

细胞划痕实验和
').+C

2P1//

实验证明
%1/.S*+CF

可剂量依赖性$
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76

YG
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X

%促进
O9$&2

的迁移"与对照组相比"

%1/.S*+CF

明

显增加
O9$&2

的迁移距离和穿透数目$

I

&

6>6G

%"见图
7

#表

7

&因此本研究选择
76CGL5/

'

X

的
%1/.S*+CF

做下一步研究&
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%1/.S*+CF

促进
$$(C@

和
$$(CF

的表达
!

U1231)+

J/533*+

4

实验结果表明
%1/.S*+CF

可促进
$$(C@

和
$$(CF

的

表达"

%1/.S*+CF

处理
O9$&27FI

即可引起
$$(C@

和
$$(C

F

的表达增加"

FEI

效果更加明显$
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6>6G

%"见图
F
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参与
%1/.S*+CF

诱导的
$$(C@

和
$$(CF

的

表达
!

为了研究
%1/.S*+CF

可促进
$$(C@

和
$$(CF

表达的

机制"进一步研究发现
%1/.S*+CF

可引起
!̂C

+

T

-

AG

的核移位"

表现为细胞质的
!̂C

+

T

-

AG

水平下降$

I

&

6>6G

"图
?T

%"但细

胞核内的
!̂C

+

T

-

AG

水平明显升高$

I

&

6>6G

"图
?<

%"提示

%1/.S*+CF

可引起
!̂C

+

T

-

AG

的激活"细胞免疫荧光进一步证

实
%1/.S*+CF

促进
!̂C

+

T

-

AG

的核移位$图
E

%&应用
!̂C

+

T

抑

制剂
T<h77C86DF

可阻断
%1/.S*+CF

诱导的
$$(C@

和
$$(C

F

的表达$图
G

%&

:>>

!

("?̀

'

<R3

和
Z%̀

信号通路
%1/.S*+CF

的
!̂C

+

T

-

AG

激

活
!

为了研究
%1/.S*+CF

可促进
!̂C

+

T

-

AG

激活的机制"进一

步研究发现
%1/.S*+CF

可促进
<R3

和
Z%̀ 7

'

F

的磷酸化$

I

&

6>6G

"图
A

%"应用
("?̀

抑制剂
XhF@E66F

和
Z%̀

抑制剂

d67FA

预处理可以降低
%1/.S*+CF

引起的
!̂C

+

T

-

AG

核移位"

提示
("?̀

'

<R3

和
Z%̀

信号通路参与了
%1/.S*+CF

诱导的

!̂C

+

T

-

AG

激活$图
8

%&

表
7

!!

不同水平
%1/.S*+CF

处理人
O9$&2

系
FEI

后细胞迁移情况%

Kb0

'

项目 对照组
%1/.S*+CF

水平$

L5/

'

X

%

76

YD

76

Y8

76

YA

76

YG

迁移距离$

*

L

%

?>Eb7>7 A>8bF>?

$

D>EbF>8

$

7F>?b?>D

$

7A>FbG>F

$

迁移细胞数$个%

G>8bF>A FG>Ab8>@

$

EG>8b77>8

$

@F>Eb7D>?

$

F7E>?b?E>E

$

!!

$

!

I

&

6>6G

"与对照组比较&
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!!

<

!

Z

!划痕实验"不同水平
%1/.S*+CF

$

76

YD

#

76

Y8

#

76

YA

#

76

YG

L5/

'

X

%处理人
O9$&2

系
FEI

后细胞迁移情况*

.

!

1

!

').+2P1//

实验"不同水平

%1/.S*+CF

$

76

YD

#

76

Y8

#

76

YA

#

76

YG

L5/

'

X

%处理人
O9$&2

系
FEI

后细胞迁移情况&

图
7

!!

%1/.S*+CF

促进
O9$&2

的迁移%

c766

'

!!

$

!

I

&

6>6G

"与
6I

组比较&

图
F

!!

%1/.S*+CF

促进
$$(C@

和
$$(CF

的表达

!!

<

!细胞核*

T

!细胞质*

$

!

I

&

6>6G

"与
6I

组比较*

X.L*+1

!细胞核

蛋白内参*

_<(:#

!细胞质蛋白内参&

图
?

!!

%1/.S*+CF

对
!̂

+

TC

-

AG

的影响

图
E

!!

细胞免疫荧光显示
%1/.S*+CF

促进

!̂

+

TC

-

AG

的核移位%

cE66

'

!!

$

!

I

&

6>6G

"与对照组比较*

'

!

I

&

6>6G

"与对照
e%1/.S*+CF

组比

较*

T<h77C86DF

!

!̂ C

+

T

抑制剂&

图
G

!!

!̂C

+

T

-

AG

参与
%1/.S*+CF

诱导的

$$(C@

和
$$(CF

的表达
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!!

$

!

I

&

6>6G

"与
6I

比较&

图
A

!!

%1/.S*+CF

对
<R3

和
Z%̀ 7

$

F

磷酸化水平的影响

!!

$

!

I

&

6>6G

"与对照组比较*

'

!

I

&

6>6G

"与对照
e%1/.S*+CF

组

比较&

图
8

!!

<R3

和
Z%̀

信号通路对
%1/.S*+CF

诱导的
!̂C

+

T

-

AG

核移位的影响

;

!

讨
!!

论

!!

当受到外界刺激或疾病状态下"静止的
O9$&2

获得迁移

能力"

O9$&2

的迁移是动脉粥样硬化斑块形成和血管成形术

后再狭窄等心血管疾病的共同病理特征&抑制
O9$&2

过度

迁移的关键靶点成为治疗血管再狭窄和动脉粥样硬化等疾病

的重要策略之一&本研究发现"

%1/.S*+CF

可通过激活
("?̀

'

<R3

和
Z%̀

等关键细胞通路促进
!̂C

+

T

-

AG

转录因子的核移

位"上调
$$(C@

和
$$(CF

的表达"促进细胞外基质的降解"

引起
O9$&2

迁移效应&

研究发现"松弛素还可促进乳腺癌细胞的侵袭能力"这些

结果表明松弛素可能具有促进细胞迁移的能力+

D

,

&正常机体

情况下"

O9$&2

处于分化状态"不具有迁移能力"但当血管受

损或在机械刺激等因素作用下"

O9$&2

即可获得迁移能力"

O9$&2

的迁移参与了动脉粥样硬化#血管成形术术后再狭窄

等心血管疾病的发生#发展&但目前并没有相关研究证实松弛

素对
O9$&2

迁移是否有影响"本研究通过细胞划痕实验和

').+2P1//

实验初步证实
%1/.S*+CF

具有促进
O9$&2

迁移的

作用&

$$(2

是一类锌蛋白酶"在动脉粥样硬化和血管损伤时

可促进细胞外基质的降解"正常情况下"

O9$&2

被细胞外基质

包裹"起到阻止
O9$&2

迁移的作用&在血管损伤等情况下"

$$(2

表达会发生异常增加"通过降解细胞外基质来促进

O9$&2

的迁移&

$$(CF

和
$$(C@

是
$$(2

家族的重要成

员"研究表明"其表达增加参与了血小板衍生生长因子
CTT

$

(:_̂CTT

%和葡萄糖诱导的
O9$&2

的迁移+

D

,

"在球囊损伤引

起的血管内膜增生模型中"二者表达均出现上调现象+

@

,

"且松

弛素可引起心肌细胞产生
$$(CF

和
$$(C@

"从而参与心肌

细胞外基质的重构+

8

,

&研究还发现"用
%1/.S*+CF

处理人皮肤

成纤维细胞"也可促进
$$(CF

和
$$(C@

的表达"进而抑制胶

原沉积和肌成纤维细胞的异常分化+

A

,

&本研究发现"

%1/.S*+CF

可促进
$$(C@

和
$$(CF

的表达"

%1/.S*+CF

处理
O9$&2

可

引起
$$(C@

和
$$(CF

的表达增加"结果表明"

$$(C@

和

$$(CF

表达上调可能参与了
%1/.S*+CF

引起的
O9$&2

的

迁移&

!̂C

+

T

是参与炎症的重要转录因子"

!̂C

+

T

激活参与了

O9$&2

的迁移效应和血管损伤引起的内膜损伤"此外研究还

表明
!̂C

+

T

是
$$(CF

和
$$(C@

蛋白表达的重要调控因子&

另有研究表明"松弛素可以激活
!̂C

+

T

信号通路促使人单核

细胞系
'#(C7

分泌
$$(C@

+

76

,

&阻断
!̂C

+

T

信号通路可抑制

%1/.S*+CF

引起的前列腺癌细胞株的过度增殖+

@

,

&松弛素可以

激活
!̂C

+

T

-

AG

信号通路减弱内皮素诱导的血管收缩&本研

究发现"

%1/.S*+CF

可引起
!̂C

+

T

-

AG

的核移位"表现为细胞质

的
!̂C

+

T

-

AG

水平下降"但细胞核内的
!̂C

+

T

-

AG

水平明显升

高"提示
%1/.S*+CF

可引起
!̂C

+

T

-

AG

的激活"应用
!̂C

+

T

抑

制剂
T<h77C86DF

可阻断
%1/.S*+CF

诱导的
$$(C@

和
$$(C

F

的表达&结果表明"

%1/.S*+CF

可通过
!̂C

+

T

-

AG

信号通路参

与
$$(C@

和
$$(CF

的表达"进而促进
O9$&2

的迁移&

("?̀

'

<R3

和
Z%̀

等信号通路参与了
O9$&2

的迁移效应"且

("?̀

'

<R3

和
Z%̀

等信号通路的激活是促进
!̂C

+

T

-

AG

活化

的重要因素+

77

,

&研究发现"

%1/.S*+CF

可通过激活
<R3

'糖原合

成酶激酶
?

)

$

_9̀ ?

)

%信号通路促进人类绒毛外滋养细胞的增

殖"还可通过激活
<R3

'血管内皮生长因子$

OZ_̂

%信号通路#

$$(C@

的表达参与人骨肉瘤细胞的生物学效应+

7FC7?

,

&还有研

究发现"

%1/.S*+CF

通过激活
("?̀

'

<R3

和
Z%̀

参与纤维软骨

细胞
$$(C@

的产生+

7E

,

&本研究发现"

%1/.S*+CF

可促进
<R3

和
Z%̀ 7

'

F

的磷酸化"应用
("?̀

抑制剂
XhF@E66F

和
Z%̀

抑

制剂
d67FA

预处理可以降低
%X!CF

引起的
!̂C

+

T

-

AG

的激

活"提示
("?̀

'

<R3

和
Z%̀

信号通路参与了
%1/.S*+CF

诱导的

!̂C

+

T

-

AG

的激活&
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可抑制
9!$&

的作用"促进小鼠急性肝损伤的发生&因此"以

上研究提示"

9!$&

可通过调节
!̂C

+

T

信号通路降低急性肝

损伤的严重程度&本研究通过检测不同肝功指标"观察加入

-

)5:'&

前后
9!$&

对小鼠急性肝损伤的影响&然而"由于

9!$&

对肝细胞的影响是多方面的"不仅仅可降低肝损伤程

度"同时与肝纤维化#细胞凋亡坏死#脂肪肝及水样变性等密切

相关+

E

"

7G

,

&提示一方面
!̂C

+

T

信号通路不仅参与了
9!$&

的

抗损伤作用*同时
!̂C

+

T

通路可能只是
9!$&

抗肝损伤机制

的一小部分"很可能还存在其他的机制&本研究以
9!$&

抗

肝损伤为媒介"深入探讨急性肝损伤的发生#发展机制"从而更

好地控制急性肝损伤"为临床用药提供更多的理论指导&
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