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ＮＦκＢ信号通路介导!

木皂甙抗宫颈癌作用及机制研究

段海霞，李东红△，暴　蕾，李　欢，高红敏

（陕西省西安市第四医院妇产科　７１０００４）

　　［摘要］　目的　探讨!

木皂苷对人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ细胞增殖和迁移的抑制作用，揭示核因子κＢ（ＮＦκＢ）在!

木皂苷抑癌

过程中的分子机制。方法　以体外培养的人宫颈癌细胞ＨｅＬａ系为研究对象，实验分为对照组、!木皂苷（２００μｇ／ｍＬ）处理组（观

察组），４８ｈ后观察两组 ＨｅＬａ细胞增殖能力的改变。运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ的表达及酵母自噬基因Ａｔｇ５／Ｖｐｓ３０的同源

基因（Ｂｅｃｌｉｎ１）、自噬微管相关蛋白轻链３Ｂ（ＬＣ３Ｂ）的改变。结果　!

木皂苷能够显著抑制 ＨｅＬａ细胞的增殖；!木皂苷能够抑制

ＮＦκＢ信号通路及促进自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ｂ的表达。结论　!

木皂苷能够抑制 ＮＦκＢ信号通路，进而诱导自噬

的发生影响宫颈癌细胞 ＨｅＬａ的增殖和迁移。

［关键词］　宫颈肿瘤；!木皂苷；自噬；ＮＦκＢ
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　　宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ）是女性常见的恶性肿瘤，并具有较

高的发病率和病死率［１］。其发病机制尚未明确，可能与高危型

人乳头瘤病毒（ｈｉｇｈｒｉｓｋｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＲＨＰＶ）的持续

感染相关［２］。针对宫颈癌的治疗以手术结合放疗、化疗为主，但

目前针对宫颈癌的治疗仍存在一定的局限性。因此，尽早找寻

能够抑制宫颈癌发展的药物是当今相关领域的研究重点。

自噬是细胞程序性死亡的一种，也被称为二型程序性死

亡，当细胞受到例如饥饿、病毒感染、外源性刺激、细胞内异常

蛋白蓄积时就会诱导自噬的发生［３４］。正常水平的自噬是维持

细胞稳定的一种生理过程，然而过度的自噬则会引起细胞的死

亡。核因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路是抗肿瘤研究中较为重点的

一条信号通路，作为一种核转录调控因子，广泛地参与免疫应

激、生长分化、细胞增殖等生命活动［５６］。
!

木皂苷是我国重要

的中药药材之一，具有保肝护肝、降血糖降血脂、抗氧化抗病毒

等功能。有研究表明，
!

木皂苷具有一定的抗肿瘤作用，本课

题前期结果也证实
!

木皂苷能够诱导 ＨｅＬａ细胞凋亡发生
［７］。

因此，研究
!

木皂苷对宫颈癌的抑制作用具有一定的理论基

础。另外研究、开发
!

木皂甙的抗宫颈癌作用，将会为宫颈癌

的生物学治疗提供更多理论基础和分子靶点。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅＬａ细胞由西安交通大学医学院实验医学中心

提供；
!

木皂苷由西京医院药剂科提供；ＲＰＭＩ１６４０培养基购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；肌动蛋白（Ａｃｔｉｎ）、酵母自噬基因 Ａｔｇ５／

Ｖｐｓ３０的同源基因（Ｂｅｃｌｉｎ１）、自噬微管相关蛋白轻链３Ｂ

（ＬＣ３Ｂ）和 ＮＦκＢ抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司；四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）购自Ａｍｒｅｓｓｃｏ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自天津巴

斯夫化工有限公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｈｅｌａ细胞培养　常规条件培养 Ｈｅｌａ细胞，３７℃、５％

ＣＯ２ 饱和湿度条件。

１．２．２　Ｈｅｌａ细胞生长抑制及迁移的检测　实验分为对照组、

!

木皂苷（２００μｇ／ｍＬ）处理组（观察组）。４８ｈ后加入新配置

的５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ２０μＬ，继续放入孵箱４ｈ，弃去上清液后

每孔加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，震荡混匀。运用４９０ｎｍ的酶标仪

检测吸光度。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测信号通路及自噬相关蛋白　收取蛋

白样品，运用蛋白定量检测的方法测定蛋白水平。５０μｇ蛋白

加入上样缓冲液后进行凝胶电泳，再电转聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜。孵育一抗和二抗，用化学发光法显色，曝光、显

影、定影。以Ａｃｔｉｎ作为内参照。条带用薄层扫描仪扫描，再

运用软件分析各条带灰度值，计算各蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｂ、ＮＦ

κｂ）的相对水平。

１．２．４　激活ＮＦκＢ信号通路对抑制自噬的发生及促进 Ｈｅｌａ

细胞增殖的影响　运用ＮＦκＢ受体的激动因子（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉ

ｖａｔｏｒｏｆＮＦｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）干预后（ＲＡＮＫＬ组），与

!

木皂苷共同处理（联合组），并观察各组细胞 ＮＦκＢ信号通

９８８重庆医学２０１７年３月第４６卷第７期

 基金项目：陕西省科学技术研究发展计划基金资助项目（２０１３Ｋ１２０３２２）。　作者简介：段海霞（１９８３－），主治医师，硕士研究生，主要从

事宫颈癌的机制研究。　△　通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｄｏｎｇｈｏｎｇ２０１４＠１２６．ｃｏｍ。

This is trial version
www.adultpdf.com



路激活的情况。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件处理，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组 Ｈｅｌａ细胞增殖活力比较　ＭＴＴ细胞增殖实验发

现，观察组与对照组比较，细胞增殖活力显著降低，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见图１。

２．２　两组细胞自噬相关蛋白表达水平比较　运用Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测了两组细胞自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ｂ的表

达，结果发现，观察组能够显著促进自噬相关蛋白的水平，与对

照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图１　　两组 Ｈｅｌａ细胞增殖活力比较

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　两组自噬相关蛋白表达水平比较

２．３　两组细胞ＮＦκＢ信号中ｐ６５蛋白表达比较　运用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测了ＮＦκＢ信号通路中ｐ６５蛋白的表达水平，结果

显示观察组ＮＦκＢ信号通路处于抑制状态，与对照组比较，观

察组ｐ６５蛋白受到抑制，见图３。

２．４　各组细胞自噬相关蛋白的表达比较　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测自噬相关蛋白的表达，激活 ＮＦκＢ信号通路能够抑制自

噬的发生及促进Ｈｅｌａ细胞的增殖，运用ＲＡＮＫＬ干预后，能够

引起 ＮＦκｂ信号通路激活，结果发现，!木皂苷诱导的 Ｈｅｌａ

细胞自噬性死亡降低，促进自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ｂ

的表达（图４）；自噬相关蛋白表达受到抑制，!木皂苷引起的

细胞增殖活力降低得到了逆转，见图５。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图３　　两组细胞ＮＦκＢ信号中ｐ６５蛋白表达比较

　　１：对照组；２：观察组；３：ＲＡＮＫＬ组；４：联合组；ａ：犘＜０．０５，与对照组比较，ｂ：犘＜０．０５，与观察组比较。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞自噬相关蛋白的表达

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较，ｂ：犘＜０．０５，与观察组比较。

图５　　各组 Ｈｅｌａ细胞的增殖活力比较

３　讨　　论

宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤，并具有较高的发病率和病

死率，每年约有２０万妇女死于此病
［７］。我国宫颈癌的发病率

较高，其中西北地区该病的死亡率最高。其发病机制尚未明

确，可能与 ＨＲＨＰＶ的持续感染相关。宫颈癌的迁移与侵袭

是该病治愈较难的主要原因，一些邻近器官均会受到癌细胞的

侵蚀。目前针对宫颈癌的治疗主要以手术结合放、化疗为主。

但均未有很好的疗效，因此寻找治疗宫颈癌的新药具有重要的

意义。

!

木皂苷是我国重要的中药药材之一，具有保肝护肝、降
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血糖降血脂、抗氧化抗病毒等功能［８］。另有研究表明
!

木皂苷

具有一定的抗肿瘤作用，本课题前期结果也证实
!

木皂苷能够

诱导 ＨｅＬａ细胞凋亡发生
［７］。因此，研究

!

木皂苷对宫颈癌的

抑制作用具有一定的理论基础。另外研究、开发
!

木皂甙的抗

宫颈癌作用，将会为宫颈癌的生物学治疗提供更多理论基础和

分子靶点。

近年来研究发现，自噬作为程序性死亡的一种，在肿瘤细

胞存活的命运中发挥着重要的作用，诸多抗肿瘤药物的作用机

制均与自噬的发生相关［３］。当肿瘤细胞自噬过度发生后，能够

促进肿瘤细胞的死亡［９］。本研究发现，
!

木皂苷处理后能够显

著促进自噬水平的升高。这种自噬水平的增高可能与
!

木皂

苷抑制 Ｈｅｌａ细胞的增殖和迁移相关。之前的研究表明，调控

自噬发生的机制中，主要以 ｍＴＯＲ信号通路为主。ＮＦκＢ信

号通路与肿瘤的增殖和迁移关系密切［１０１４］。ＲＡＮＫＬ是 ＮＦ

κＢ信号通路的激动剂。在前期的研究结果中也发现，!木皂

苷能够抑制Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路的活性。ＮＦκＢ信号通路与

自噬水平的增强存在一定的关联性。本研究运用ＮＦκＢ信号

通路的激动剂后，观察 Ｈｅｌａ细胞自噬相关蛋白的改变，结果发

现，当 ＮＦκＢ信号通路被抑制后，自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、

ＬＣ３Ｂ水平降低。以上结果提示，ＮＦκＢ信号通路参与了!

木

皂苷诱导的 Ｈｅｌａ细胞自噬性死亡。

综上所述，
!

木皂苷对 Ｈｅｌａ细胞的抑制作用可能与促进

其自噬的发生有关，并且自噬的发生受到了 ＮＦκＢ信号通路

的调控。
!

木皂苷很可能会成为一种临床上治疗宫颈癌的有

效药物。

参考文献

［１］ＢａｓｕＳ，ＭａｈａｊａｎＡ．Ｐｓｏａｓｍｕｓｃｌｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｆｒｏｍｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｆｅａ

ｔｕｒｅｓｏｎＦＤＧＰＥＴ／ＣＴａｎｄｄｉｆｆｕｓｉｏｎｗｅｉｇｈｔｅｄＭＲＩ［Ｊ］．

ＷｏｒｌｄＪＲａｄｉｏｌ，２０１４，６（４）：１２５１２９．

［２］ＣｈｅｎＪ，ＧｉｒｉｄｈａｒｙＫＶ，ＺｈａｎｇＬＹ，ｅｔａｌ．Ａｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ

Ｃ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＤ ｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｃｔｓＬＮＣａＰｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍｐｈｏｒｂｏｌｅｓｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｐｒｏ

ｍｏｔｉｎｇＥＲＫ１／２ａｎｄＮＦｋａｐｐａＢａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ，２０１１，３２（８）：１１９８１２０６．

［３］ ＬｉｕＪ，ＦａｎＬ，ＷａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，ａｄｏｕｂｌｅｅｄｇｅｄ

ｓｗｏｒｄｉｎａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＭｅｄＯｎｃｏｌ，２０１６，

３３（１）：７２１７２９．

［４］ＺｈａｎｇＪＢ，ＣａｏＲ，ＣａｉＴＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｄｙｓ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎ ＭａｎｇａｎｅｓｅＩｎｄｕｃｅｄｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｄｅ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｔｏｘＲｅｓ，２０１３，２４（４）：４７８４９０．

［５］ ＧｉｌｍｏｒｅＴＤ．ＴｈｅＲｅ１／ＮＦｋａｐｐａＢ／ＩｋａｐｐａＢｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ

ｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＴｒｅａｔＲｅｓ，２００３，１１５

（１１５）：２４１２６５．

［６］ ＴａｐｉａＭＡ，ＧｏｎｚáｌｅｚＮａｖａｒｒｅｔｅＩ，ＤａｌｍａｓｅｓＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉ

ｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃａｎｏｎｉｃａｌＩＫＫ／ＮＦｋａｐｐａＢｐａｔｈｗａｙｓｅｎｓｉｔｉ

ｚｅｓｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，

２００７，６（１８）：２２８４２２９２．

［７］ＬｅｅＥＢ，ＫｉｍＯＪ，ＫａｎｇＳＳ，ｅｔａｌ．Ａｒａｌｏｓｉｄｅａ，ａｎａｎｔｉｕｌｃｅｒ

ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｆｒｏｍｔｈｅｒｏｏｔｂａｒｋｏｆａｒａｌｉａｅｌａｔａ［Ｊ］．Ｂｉｏｌ

ＰｈａｒｍＢｕｌｌ，２００５，２８（３）：５２３５２６．

［８］ ＫａｕｒＳ，ＳｈａｒｍａＮ，ＫｒｉｓｈｎＳＲ，ｅｔａｌ．ＭＵＣ４ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｇ

ｕｌａｔｉｏｎｏｆａｃｕｔｅｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐｏｃａｌｉｎ２ｔｈｒｏｕｇｈＨＥＲ２／

ＡＫＴ／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃ

ｅｒＲｅｓ，２０１４，２０（３）：６８８７００．

［９］ ＳｈａｏＬＮ，ＺｈｕＢＳ，ＸｉｎｇＣＧ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｏｎｒａｄｉｏｓｅｎｓｉ

ｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，２０１６

（１３）：２６６１２６７０．

［１０］ＧｕｏＬ，ＹｕＨ，ＧｕＷ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕ

ｌａｔｅｓｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉ

Ｒｅｐ，２０１６，６（２３８６４）：１１４．

［１１］ＤｏｎｇＸ，ＬｅｖｉｎｅＢ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｖｉｒｕｓｅｓ：ａｄｖｅｒｓａｒｉｅｓｏｒ

ａｌｌｉｅｓ？［Ｊ］．ＩｎｎａｔｅＩｍｍｕｎ，２０１３，５（５）：４８０４９３．

［１２］ＬｅｖｉｎｅＢ，ＫｒｏｅｍｅｒＧ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００８，１３２（１）：２７４２．

［１３］ＬｅｖｉｎｅＢ，ＭｉｚｕｓｈｉｍａＮ，ＶｉｒｇｉｎＨＷ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｉｍｍｕ

ｎｉｔｙａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１１，４６９（７３３０）：３２３

３３５．

［１４］ＺｈａｎｇＹ，ＬｉＺ，ＧｅＸ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｒｅｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓｖｉｒｕｓｉｎｈｏｓｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１１，７（６）：６１３６２８．

（收稿日期：２０１６０８２０　修回日期：２０１６１１０３）

（上接第８８８页）

　　 成分提取、药理作用及临床应用研究进展［Ｊ］．中国医药

导报，２０１４，１１（３１）：１５９１６６．

［８］ 国家药典委员会．中华人民共和国药典：２０００年版［Ｍ］．

北京：化学工业出版社，２００５：７０．

［９］ 李婷，徐文珊，李西文，等．中药桔梗的现代药理研究进展

［Ｊ］．中药药理与临床，２０１３，２９（２）：２０５２０８．

［１０］王强，李盛钰，杨帆，等．玉竹中性多糖的分离纯化及单糖

组成分析［Ｊ］．食品科学，２０１０，３１（１５）：１００１０２．

［１１］刘洋洋，刘春生，曾斌芳，等．甘草种质资源研究进展［Ｊ］．

中草药，２０１３，４４（２４）：３５９３３５９８．

［１２］ＤａｍｅｖｓｋａＫ，ＧｏｃｅｖＧ，ＮｉｋｏｌｏｖｓｋａＳ．Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃｕｌｃｅｒ

ｏｆｔｈｅｏｒａｌｍｕｃｏｓａ：ｒｅｐｏｒｔｏｆａｃａｓｅｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｓｙｎ

ｃｈｒｏｎｏｕｓｌｅｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡｍＪＤｅｒｍａｔｏｐａｔｈｏｌ，２０１４，３６（７）：

５９４５９６．

［１３］ＳｏｎｇＨ，Ｌｉｍ Ｈ，ＤａｓＳＫ，ｅｔａｌ．ＤｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＥＧＦ

ｆａｍｉｌｙｏｆｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓａｎｄＣＯＸ２ｉｎｔｈｅｕｔｅｒｕｓｄｕｒｉｎｇ

ｔｈｅｐｒｅａｔｔａｃｈｍｅｎｔａｎｄａｔｔａｃｈｍｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｂｌａｓｔｏ

ｃｙｓｔｗｉｔｈｔｈｅｌｕｍｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｉｍｐｌａｎ

ｔａｔｉｏｎｆａｉｌｕｒｅｉｎＬＩＦＤｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，

２０００，１４（８）：１１４７１１６１．

［１４］王汉明，朱晓密，赵雅君．口疮１号方治疗大鼠口腔溃疡

的实验研究［Ｊ］．口腔医学研究，２０１４，３０（７）：６２７６２９．

［１５］ＡｒｋｈｉｐｏｖＡ，ＳｈａｎＹ，ＤａｓＲ，ｅｔａｌ．Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅａｎｄｍｅｍ

ｂｒａｎｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１３，１５２

（３）：５５７５６９．

［１６］ＴｏｍａｓＡ，ＦｕｔｔｅｒＣＥ，ＥｄｅｎＥＲ．ＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ：

ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌＢｉ

ｏｌ，２０１４，２４（１）：２６３４．

（收稿日期：２０１６０８２２　修回日期：２０１６１１０５）

１９８重庆医学２０１７年３月第４６卷第７期

This is trial version
www.adultpdf.com


