
化学药物有关物质含量检测［１４１６］。本课题采用高

效液相色谱法测定马西替坦中 Ｎ，Ｎ二甲基苯胺的
含量，通过方法学研究，包括线性试验、精密度试验、

重复性试验、溶液稳定性试验、回收率试验以及耐用

性试验等，结果均符合要求，适合马西替坦中 Ｎ，Ｎ
二甲基苯胺的检测。
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基金项目：全军后勤重点项目（ＢＢＪ１４Ｌ００１）
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基于生物信息学途径挖掘防治急性高原病的潜在药物

施冰１，崔庆华２，冯振龙３，李俊峡１

（１．中国人民解放军总医院第七医学中心干一科，北京１００７００；２．北京大学医学部生物信息学系；３．安徽医科大学研究生院）

［摘要］　目的　应用生物信息学途径挖掘潜在的防治急性高原病的药物。方法　选取急性高原低氧暴露
７ｄ大鼠心肌组织标本，进行全转录组高通量测序，筛选差异表达 ｍＲＮＡ。应用生物信息学工具 Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ
Ｍａｐ，整合差异表达ｍＲＮＡ信息，推测急性高原低氧心肌损伤差异基因与药物小分子功能的关系，筛选潜在的具
有防治急性高原低氧心肌损伤效应的药物。结果　高通量测序结果显示，与常压常氧对照组比较，急性高原低
氧暴露大鼠心肌组织中１０８４个ｍＲＮＡ表达水平发生显著变化。其中４５７个ｍＲＮＡ表达上调，６２７个ｍＲＮＡ表
达下调。通过ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙｍａｐ药物数据库比对分析，发现小分子化合物ＳＢ２０３５８０负性富集分数较高，是潜在的
防治急性高原病的药物。动物实验提示ＳＢ２０３５８０可减轻高原低氧大鼠心肌水肿和心肌组织病理损伤，下调心
肌ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达。结论　通过生物信息学方法可挖掘出潜在的防治急性高原病的药物，研究方法合理、简
便、省时，减少了药物开发研究的盲目性。

［关键词］　高原病；低氧；计算生物学；药物评价，临床前；数据挖掘
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　　急进高原后急性高山病（ＡＭＳ）的发病率居高
不下，其中高原心脏疾病是很重要的一部分［１］。文

献报道，高原环境运动者３０％的死亡与高原心脏病
猝死相关［２］。高原心脏病的发生发展比较复杂［３］，

尤其对急进高原后心脏的影响还不甚清楚［４］。前

期实验中，我们应用低氧实验舱模拟海拔７０００ｍ高
原环境，应用超声心动图评估了 ＳＤ大鼠在急进高
原后不同时间点（３ｄ、７ｄ、１４ｄ、２８ｄ）心脏结构和功
能变化，ＨＥ染色病理切片评估了心肌组织病理变
化。发现急性高原低氧可造成大鼠心肌组织水肿，

心脏收缩和舒张功能严重受损。急进高原第７天时
大鼠心脏收缩功能受损最严重［５］。目前国内外对

于ＡＭＳ发生机制尚不十分明确，还没有非常有效的
干预策略。虽然很多研究已证实炎性因子、氧化应

激等在急性高原病发生发展过程中起着重要作用，

但均不足以从基因水平全面阐述急性高原病发生机

制，也不足以筛选新的防治急性高原病的药物。本

研究拟通过低压氧舱模拟高原低氧环境，建立急性

高原病大鼠动物模型。通过对高原低氧暴露７ｄ大
鼠心肌组织进行全转录组测序，筛选与急性高原病

相关的差异表达基因。应用 ＣｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙＭａｐ数据
库对差异表达基因进行分析比对，通过生物信息学

方法筛选潜在的防治急性高原病的药物。

１　材料与方法
１．１　实验动物及其分组　选取６周龄 ＳＰＦ级 ＳＤ
大鼠，体质量（２００±２０）ｇ，雄性，购自北京维通利华

实验动物技术有限公司。许可证号：ＳＣＸＫ（京）
２０１６０００６。所有动物实验均通过伦理委员会审核。
采用随机数字表法将ＳＤ大鼠分为高原低压低氧实
验组（ＨＨ组）、常压常氧对照组（ｃｏｎ组）、药物干预
组（Ｓｂ２０３５８０组）。每组２０只动物。
１．２　实验仪器及实验条件　应用实验舱（贵州风
雷航空军械有限责任公司）模拟高原低氧条件。实

验舱参数设定：模拟海拔高度７０００ｍ，升降速度１０
ｍ／ｓ，舱内压力３９．１ｋＰａ，舱内氧气压力９．０２２ｋＰａ。
实验组和药物干预组大鼠均置于实验舱内。实验舱

运行时间２３ｈ／ｄ，昼夜比１２ｈ∶１２ｈ。每日上午开
仓１ｈ更换垫料、饲料、饮用水。药物干预组大鼠于
每天开仓时腹腔注射 ＳＢ２０３５８０溶液 （１０ｍｇ／ｋｇ），
每日注射１次，每只大鼠连续注射７ｄ。对照组大鼠
置于实验舱外，处理等同于实验组大鼠。

１．３　方法
１．３．１　大鼠心肌组织总ＲＮＡ提取　各组大鼠饲养
７ｄ后处死，开胸取出心脏。应用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取心
肌组织总 ＲＮＡ。取 １００ｍｇ心肌组织样品，加入 １
ｍＬＲＮＡｓｔｏｒｅ样本保存液。按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书，
一步法提取心肌组织总ＲＮＡ。采用ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ
纯化总 ＲＮＡ，应用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计分别
测量ＲＮＡ在波长为２６０ｎｍ、２８０ｎｍ的吸收值，间接
计算出提取的 ＲＮＡ浓度。使用２％琼脂糖凝胶电
泳检测ＲＮＡ纯度和完整性。
１．３．２　大鼠心肌组织 ｍＲＮＡ高通量测序　质检合
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格的 ＲＮＡ进行文库构建。使用 ＨｉＳｅｑ２５００进行全
转录组高通量测序（实验组和对照组各６只动物），
获得 ｍＲＮＡ表达谱。使用 ＦａｓｔＱＣ对原始序列进行
检测，保留高质量的整洁序列（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）。使用
Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ２．０对所有转录组结果进行汇总整合，并
使用Ｅｎｓｅｍｂｌｅ转录本数据库对获得的结果进行注
释。使用Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件筛选差异基因。差异基因的
筛选标准为同时满足以下条件：①在两个样本中测
序读数之和》１０的基因；②满足│ｌｏｇ２（ＦＣ）│ ＞１
（上调２倍或下调 ２倍）；③同时满足 Ｐ＜０．０５和
ＦＤＲ（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ）＜０．０５。高通量测序检测
由北京博奥公司完成。

１．３．３　差异基因 ＧＯ分类和 Ｐａｔｈｗａｙ分析　应用
ＳＡＭ软件筛选出实验组和对照组比较，相对表达超
过２倍的差异基因。应用可视化和整合发现的数据
库（ＤＡＶＩＤ）软件对差异基因功能进行基因本体
（ＧＯ）分类、生物学通路（Ｐａｔｈｗａｙ）分析、功能注释聚
类分析，获得差异基因相关功能的功能富集类。

１．３．４　ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙｍａｐ药物数据库筛选与高原低
氧作用机制拮抗的药物　应用生物信息学工具
ＣｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙＭａｐ数据库，整合差异表达ｍＲＮＡ信息，
推测高原低氧相关心肌损伤中差异表达基因与药物

小分子功能的关系。将比对系数 ＯＲ＜１且 Ｐ＜
０．０５的药物定义为具有防治急性高原病的效应。
１．３．５　心肌组织含水量检测　各组动物完成实验
处死后，剖开胸腔，无菌条件下取出心脏。４℃ ＰＢＳ
溶液漂洗，滤纸吸干。用电子天平称量心脏湿质量

后，置于８０℃恒温干燥箱烘干４８ｈ至恒质量，称重
心脏干质量。计算组织含水量＝（湿重－干重）／湿
重×１００％。
１．３．６　心肌组织病理学检测　各组动物完成实验
处死后，剖开胸腔，无菌条件下取出心脏。４℃ ＰＢＳ
溶液漂洗，滤纸吸干。组织用４０ｍＬ／Ｌ多聚甲醛溶
液固定２４ｈ，常规脱水，石蜡包埋，连续切５片，片厚
约４μｍ，ＨＥ染色，中性树胶封片，光镜下观察心肌
组织病理学变化。

１．３．７　心肌组织ＡＱＰ１ｍＲＮＡ检测　应用ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ技术检测心肌组织 ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达。通过
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒将心肌组织ＲＮＡ逆
转录为ｃＤＮＡ，使用荧光定量ＰＣＲ试剂盒进行ＡＱＰ１
ｍＲＮＡ相对表达水平测定。检测总体系为 ２５μＬ
（其中上下游引物各０．５μＬ、Ｐｒｅｍｉｘ１２．５μＬ，ｃＤＮＡ
模板２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ）。ＰＣＲ程序参照试剂盒

中提供的两步法检测：９５℃ ３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃ ３０
ｓ，共４０个循环。各组实验独立重复３次。以 βａｃ
ｔｉｎ作为内参基因，采用２ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ相对表
达量，引物由上海生工合成。ＡＱＰ１上游引物为５’
ＧＣＣＡＧＣＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＧ３’，下游引物 ５’ＴＣ
ＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３’。βａｃｔｉｎ上游引物为
５＇ＴＴＣＧＣＧＧＧＣＧＡＣＧＡＴＧＣ３＇，下 游 引 物 为 ５＇
ＣＧＡＡＧＴＣＣＡＧＧＧＣＧＡＣ３＇。
１．４　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行
分析。计量资料以ｘ±ｓ表示，进行正态分布和方差
齐性检验。多组间比较采用单因素方差分析，两组

间差异采用独立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果
２．１　心肌组织差异表达基因筛选　将相对表达量
比值在２倍以上，且差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）
的ｍＲＮＡ作为差异表达 ｍＲＮＡ。与对照组比较，高
原低氧实验组大鼠心肌组织中１０８４个ｍＲＮＡ表达
发生显著变化。其中４５７个 ｍＲＮＡ表达上调，６２７
个ｍＲＮＡ表达下调（图１）。图１中，横轴和纵轴分
别表示对照组和实验组的表达量值。红色的点代表

上调基因，绿色的点代表下调基因，黑色的点代表无

显著差异的基因。

图１　大鼠心肌组织差异表达ｍＲＮＡ的散点图

２．２　潜在防治急性高原病的药物筛选　应用高通
量测序获得的上调基因和下调基因，建立 ＱｕｅｒｙＳｉｇ
ｎａｔｕｒｅ格式文件。然后进入 ｃＭａｐ网站（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ／ｃｎｉａｐ／），分别导入上调基因
和下调基因的文件，按使用说明操作进行药物表达

谱分析。通过与ｃＭａｐ数据库中己有参考基因表达
谱数据进行比对，获得每一次比对分值在１和 －１
之间的富集分值 （ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）。富集分值代表输入
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的表达谱数据与比对的相应表达谱数据的相似程

度。正分值表示与 ｃＭａｐ相应表达谱数据有着较高
的相似性，负分值表示输入的表达谱与数据库中相

应表达谱表达模式相反。根据比对结果，认为小分

子化合物 ＳＢ２０３５８０（ＯＲ＝０．０４７，Ｐ＝０．０４）具有潜
在的预防急性高原病效应。

２．３　小分子化合物ＳＢ２０３５８０防治急性高原心肌损
伤的效果

２．３．１　大鼠心肌组织含水量　与对照组比较，低氧
组和 ＳＢ２０３５８０组大鼠心肌组织含水量均升高，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与低氧组比较，
ＳＢ２０３５８０组大鼠心肌组织含水量降低（Ｐ＜０．０５）。
提示ＳＢ２０３５８０可减轻高原低氧导致的心肌水肿。
２．３．２　大鼠心肌组织病理　心肌组织病理切片
（光学显微镜，×２００倍）提示对照组心肌细胞界限
清楚，可见肌原纤维和横纹，核清晰。低氧组可见心

肌灶状变性，心肌水肿、肌束稀疏。ＳＢ２０３５８０组偶
可见心肌灶状变性。根据心肌组织病理变化，提示

ＳＢ２０３５８０可减轻高原低氧导致的心肌损伤。见图２。
２．３．３　大鼠心肌组织ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达　与对照组
比较，低氧组大鼠心肌组织ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达量显著
升高（Ｐ＜０．０１），ＳＢ２０３５８０组 大 鼠 心 肌 组 织
ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达量未见显著变化（Ｐ＞０．０５）。与低
氧组比较，ＳＢ２０３５８０组大鼠心肌组织ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表
达量显著降低（Ｐ＜０．０１）。提示ＳＢ２０３５８０可下调高
原低氧大鼠心肌组织ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达。见图３。
３　讨论

生物信息学综合运用数学、计算机科学和生物

学等多学科知识和工具，阐明和揭示大量数据所包

含的生物学意义。随着高通量测序和生物信息学的

出现，药物发现模式发生了重大变革。由既往偶然

发现、工业合成有效成分的传统时代进入一个以基

因为基础的药物研发新阶段。近年来，基因表达谱

在药物研究方面的应用越来越广泛，研究人员构建

　　注：与常压常氧对照组比较，ａＰ＜０．０１；与高原低压低氧实验组

比较，ｂＰ＜０．０１

图３　大鼠心肌组织ＡＱＰ１ｍＲＮＡ检测

了与活性化合物或药物相关的基因表达谱数据库，

绘制了“基因 －疾病 －药物”之间的关系图。这些
“关系图”为药物发现及研究提供了新思路，形成一

种独特的药物发现新模式，即基于化合物或药物基

因表达谱的药物发现模式。通过该方法可筛选到一

些疾病治疗候选化合物，加快了药物发现过程，特别

是对于那些临床罕见疾病的治疗药物发掘有着更为

重要的意义。

Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙｍａｐ（ｃＭａｐ）数据库是美国麻省理
工学院、哈佛大学及其附属医院联合开发的数据库。

该数据库应用基因表达谱信号揭示药物基因疾病
之间的相互联系。通过对比不同药物之间在基因组

表达谱上的相关程度，即可判断药物在调控下游基

因的方式上的相似程度，也就间接反映了不同药物

是否影响了相近的或部分重叠的下游基因。为了定

量衡量一对药物表达谱之间正向或负向的相关程

度，ＣＭａｐ根据特定的计算方法能够给出一个介于
－１和 ＋１之间的“联系分值”，用以定量衡量各药

　　　 　　　

图２　大鼠心肌组织病理切片（ＨＥ染色，２００×）：Ａ为常压常氧对照组，Ｂ为高原低压低氧实验组，Ｃ为药物干预组
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物表达谱之间的相似程度。当前 ｃＭａｐ数据库包含
超过７０００个表达谱数据，涉及多达１３００种化合
物，可应用于发现具有相似作用的药物，提示药物的

作用机制，以及从ＦＤＡ目前己有药物中发现老药的
新用途。

水通道蛋白（ＡＱＰ）是一类广泛分布于机体不
同组织器官中的特异性跨膜转运水的膜蛋白，共有

１３个亚型。可以促进水分子的快速跨膜转运，维持
细胞内外渗透压力的平衡［６］。在心脏表达的水通

道蛋白主要是 ＡＱＰ１亚型。文献报道，在人类和大
鼠心肌组织中，ＡＱＰ１主要分布于无孔型血管内皮
细胞和心肌细胞，协调水分子的跨膜转运。生理状

态下，ＡＱＰ１蛋白对于水分子的跨膜转运影响并不
明显。病理状态下，ＡＱＰ１在缺氧条件下被诱导表
达［７］。山羊体外循环手术后心肌组织中ＡＱＰ１高表
达，且与心肌水肿程度密切相关［８］。应用 ＡＱＰ１慢
病毒载体转染羊心肌组织后，心肌组织ＡＱＰ１ｍＲＮＡ
和蛋白的表达水平均呈升高趋势，心肌组织 ＡＱＰ１
表达水平与心肌水肿程度呈正相关。敲除 ＡＱＰ１基
因后，心肌水肿程度明显降低［９］。心肌细胞水肿坏

死是导致心肌缺血和各种继发性损伤的重要环节之

一。调节ＡＱＰ１的表达是防止心肌水肿的一个重要
途径。临床研究表明 ＡＱＰ１主要受上游 ＥＲＫ／
ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ等通路的调节，进而促进
基质金属蛋白酶、ＶＥＧＦ等基因表达，参与肿瘤细胞
的增殖凋亡、侵袭转移及血管生成［１０］。通过 ｃＭａｐ
数据库分析比对，我们推测小分子化合物 ＳＢ２０３５８０
是潜在的具有防治急性高原低氧心肌损伤的候选药

物。本研究发现，与对照组比较，低氧组大鼠心肌组

织出现水肿、坏死，心肌组织中 ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达显
著增高。ＳＢ２０３５８０组大鼠尽管心肌含水量轻度增
高，但心肌组织病理未见显著变化，心肌组织

ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达无显著变化。ＳＢ２０３５８０是一种常
用ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂，可以通透细胞，抑制ｐ３８ＭＡＰＫ
激活，进而有效抑制一些炎性因子（如 ＩＬ１β、
ＴＮＦα）介导的部分信号传导。本研究结果提示，
ＳＢ２０３５８０可通过调控心肌组织 ＡＱＰ１表达，防治高
原低氧导致的心肌水肿和心肌损伤。

本研究基于高通量测序和生物信息学技术，从

全转录组水平初步揭示了高原低氧大鼠心肌损伤的

作用机制。结合已知的基因功能和信号通路，以及

ｃＭａｐ数据库分析比对结果，初步预测了潜在的具有
干预急性高原心肌损伤的药物并进行了实验验证。

通过本研究，将深化有关急性高原病发病机制的认

识，为探索新的防治策略提供理论依据和实验基础。
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ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔａｎｄｐｒａｃｔｉｃａｌｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｒｏｇＣａｒｄ
ｉｏｖａｓｃＤｉｓ，２０１０，５２（６）：５１２５２４．

［３］　ＭＡＲＩＰＯＶＡ，ＭＡＭＡＺＨＡＫＹＰＯＶＡ，ＫＡＲＡＧＵＬＯＶＡＧ，
ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅ
ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｌ，２０１３，１６８
（３）：ｅ８９ｅ９０．

［４］　ＬＥＯＮＶＥＬＡＲＤＥＦ，ＶＩＬＬＡＦＵＥＲＴＥＦＣ，ＲＩＣＨＡＬＥＴＪ
Ｐ．ＣｈｒｏｎｉｃｍｏｕｎｔａｉｎｓｉｃｋｎｅｓｓａｎｄｔｈｅＨｅａｒｔ［Ｊ］．Ｐｒｏｇ
ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，２０１０，５２（６）：５４０５４９．

［５］　冯振龙，施冰，赵永歧，等．急性高原低氧对于大鼠心
功能及其心肌组织 ｍｉＲ１４４表达影响的研究［Ｊ］．中
华心脏与心律电子杂志，２０１８，６（３）：１２９１３３．ＤＯＩ：
１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５６５６８．２０１８．０３．００１．

［６］　ＭＯＳＡＡＺＩＺＲ，ＣＨＥＮＬＭ，ＰＥＬＬＥＴＩＥＲＭＦ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌ
ａｔｉｖｅＣＯ２／ＮＨ３ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＡＱＰ１，ＡＱＰ４，ＡＱＰ５，
ＡｍｔＢ，ａｎｄＲｈＡＧ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００９，１０６
（１３）：５４０６５４１１．

［７］　ＡＵＣＧ，ＣＯＯＰＥＲＳＴ，ＬＯＨＰ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ａｑｕｑｐｏｒｉｎ１ｉｎｈｕｍａｎｃａｒｄｉａｃａｎｄｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ［Ｊ］．Ｊ
ＭｏｌＣｅｌｌＣａｒｄｉｏｌ，２００４，３６（５）：６５５６６２．

［８］　ＹＡＮＹ，ＨＵＡＮＧＪ，ＤＩＮＧＦ，ｅｔａｌ．Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１ｐｌａｙｓａｎ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｅｄｅｍａｃａｕｓｅｄｂｙｃａｒｄｉｏｐｕｌ
ｍｏｎａｒｙｂｙｐａｓｓｓｕｒｇｅｒｙｉｎｇｏａｔ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｔＭｅｄ，２０１３，
３１（３）：６３７６４３．

［９］　闫玉梅，丁芳宝，梅举，等．ＡＱＰ１慢病毒载体成功转染
心肌细胞后加重体外循环后心肌细胞水肿［Ｊ］．中华
胸心血管外科杂志，２０１２，２８（９）：５４０５４３．

［１０］李继强．缺氧诱导因子１ａ相关信号通路与肿瘤关系的
研究进展［Ｊ］．医学综述，２０１５，２１（２４）：４４６０４４６４．
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