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摘要： 目的　 探讨紫草素调控 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 轴对子宫内膜癌细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响。 方法　
将子宫内膜癌细胞 ＨＥＣ⁃１Ｂ 分为对照组、 紫草素低、 中、 高剂量组、 ｓｉ⁃ＮＣ 组、 ｓｉ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组、 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 ｍｉＲ⁃
２０ｂ⁃５ｐ 组、 ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ＋ 紫草素组、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋ 紫草素组、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ＋ 紫草素组、 ｐｃＤＮＡ⁃
ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ＋紫草素组。 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率和顺铂对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞的半抑制浓度值 （ ＩＣ５０）； 流式细

胞术检测凋亡； ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＭＲＰ１
表达。 双荧光素酶报告基因实验和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 对 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的靶向调控作用。 结果　 低、 中、 高剂量紫

草素处理后 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞存活率降低， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０５）， ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＲＰ１ 表达降

低， ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升高， ＩＣ５０值降低 （Ｐ＜０ ０１）。 干扰 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达或过表达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 后，
ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞存活率降低， 细胞凋亡率升高， ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＲＰ１ 蛋白表达降低， Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升高， ＩＣ５０值降低

（Ｐ＜０ ０１）。 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 靶向负调控 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达。 过表达 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 可以逆转紫草素对子宫内膜癌细胞 ＨＥＣ⁃１Ｂ
细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响 （Ｐ＜０ ０１）。 过表达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 可以逆转 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 对紫草素处理的子

宫内膜癌细胞 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响 （Ｐ＜０ ０１）。 结论　 紫草素可抑制子宫内膜癌细胞存活，
诱导细胞凋亡， 提高其顺铂敏感性， 其机制与调控 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 轴有关。
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　 　 子宫内膜癌是一种常见的女性生殖系统上皮性恶性肿

瘤， 常发生于围绝经期和绝经后女性， 是导致死亡的第三

位常见妇科恶性肿瘤［１］ 。 早期患者首选手术疗法， 术后放

疗是防治其复发和转移的有效辅助手段， 然而由于化疗耐

药的出现， 术后复发和转移率高， 预后较差， 严重危害女

性生命健康［２］ 。 紫草是我国传统药用植物之一， 《本草经

疏》 等多种中药典籍对其药用价值均有记载。 紫草素是紫

草 Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｒａｕｍ ｅｒｙｔｈｒｏｒｈｉｚｏｎ Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ． 根的主要活性成

分， 具有抗癌、 抗炎、 抗菌等作用。 研究显示， 紫草素可

能通过调控凋亡相关基因表达具有抑制子宫内膜癌细胞增

殖并诱导凋亡的作用［３⁃４］ ， 但其作用机制以及对子宫内膜癌

细胞顺铂耐药性的影响尚不清楚。 肝细胞核因子 １α 反义链

１ （ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１） 是近年来发现的致癌因子， ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 在

骨肉瘤、 非小细胞肺癌等恶性肿瘤中高表达并促进肿瘤细

胞的增殖和迁移［５⁃６］ 。 此外， ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 高表达还可增强

宫颈癌细胞的顺铂耐药［７］ 。 生物信息学分析显示， ｍｉＲ⁃
２０ｂ⁃５ｐ 是 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 的潜在靶基因， ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 在子宫内

膜癌中低表达， 过表达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 可抑制肿瘤生长， 诱导

肿瘤细胞凋亡［８］ 。 本研究旨在阐明紫草素在子宫内膜癌细

胞增殖、 凋亡、 顺铂耐药中的作用， 探讨其机制是否与调

控 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达有关， 以期为紫草素开发

成抗肿瘤药物提供理论依据。
１　 材料

１ １　 细胞　 人子宫内膜癌细胞 ＨＥＣ⁃１Ｂ 购于杭州亦博生物

科技有限公司。
１ ２　 药物与试剂 　 杜尔伯格伊戈尔培养基 （ＤＭＥＭ）、 胎

牛血清 （ＳＨ３００７０）、 青链霉素双抗溶液 （Ｐ１４００） 购于北

京索莱宝生物科技有限公司； 紫草素 （纯度≥９８％ ， 批号

１１０７６９⁃２００５０６） 购于上海源叶生物科技有限公司； 细胞计

数试剂盒 ８ （ＣＣＫ⁃８） （Ｃ００３８）、 膜联蛋白 Ｖ 异硫氰酸荧光

素 ／碘化丙啶 （Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ） 双染法细胞凋亡检测

试剂盒 （ Ｃ１０６２Ｓ） 购于上海碧云天生物科技有限公司；
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （ １１２０２ＥＳ ） 和 逆 转 录 试 剂 盒

（Ｋ１６２２） 购于上海翊圣生物科技有限公司； 兔源细胞周期

素 Ｄ１ （ＣｙｃｌｉｎＤ１） （＃２９２２）、 裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶 ３ （Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３） （＃９６５４）、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体以及山

羊抗兔二抗购于美国 ＣＳＴ 公司； 鼠源多药耐药相关蛋白 １
（ＭＲＰ１） 抗体 （ ｓｃ⁃１８８３５）、 羊抗鼠二抗 （ ｓｃ⁃２００５） 购自
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购于美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 小干扰 ＲＮＡ （ ｓｉ⁃
ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１） 及 其 对 照 （ ｓｉ⁃ＮＣ ）、 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 模 拟 物

（ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ） 及其对照 （ｍｉＲ⁃ＮＣ）、 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 过

表达载体 （ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１） 及其对照 （ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ）、
ＰＣＲ 引物由广州复能基因有限公司提供。
２　 方法

２ １　 细胞培养　 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞采用含 １０％ 胎牛血清、 １％ 青

链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 培养液于 ３７ ℃、 含 ５％ ＣＯ２、 饱和湿

度的培养箱中培养。 每隔 １ ｄ 换液 １ 次， 当细胞融合度达

到 ８０％ 时进行传代， 胰酶消化后， 选用对数生长期细胞进

行后续实验。
２ ２　 分组和给药　 实验分为对照组及紫草素低、 中、 高剂

量组为分别加入为 ０ ４、 ０ ８、 １ ６ μｇ ／ ｍＬ 含紫草素培养液

培养 ４８ ｈ； ｓｉ⁃ＮＣ 组、 ｓｉ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组、 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 ｍｉＲ⁃
２０ｂ⁃５ｐ 组为分别将 ｓｉ⁃ＮＣ、 ｓｉ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１、 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃
２０ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 转染 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞； ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ＋紫草素组、
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋紫草素组、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ＋ｍｉＲ⁃
ＮＣ＋紫草素组、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ＋紫草素组

为分别将 ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃
ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ＋ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 转

染 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞后进行紫草素干预处理。
２ ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 将 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞接种到 ９６ 孔

板， 按照上述分组进行细胞处理， 每孔添加 １０ μＬ 的 ＣＣＫ⁃
８ 试剂， 培养箱孵育 ２ ｈ， 以空白孔调零， 用酶标仪测量

４５０ ｎｍ 波长处各孔 ＯＤ， 计算细胞存活率。 细胞存活率 ＝
（ＯＤ实验－ＯＤ空白） ／ （ＯＤ对照－ＯＤ空白） ×１００％ 。 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞

按照上述分组进行处理后， 调整细胞浓度为 ５×１０４ ／ ｍＬ， 向

每孔加入 １００ μＬ 细胞悬液， 培养 ２４ ｈ 后， 加入不同质量浓

度 （０、 １ ２５、 ２ ５、 ５、 １０、 ２０、 ４０ μｇ ／ ｍＬ） 的顺铂进行处

理， 培养 ２４ ｈ， 采用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒测定各孔 ＯＤ。 用 ＳＰＳＳ
分析计算 ＩＣ５０值。
２ ４　 流式细胞术检测细胞凋亡　 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞按照上述分

组处理后， 调整细胞密度为 １× １０６ ／ ｍＬ。 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒说明书分别加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 进行染色， 流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
２ ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的表达　 采用

Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取各组细胞的总 ＲＮＡ， 按照逆转录试剂盒说

明书获得 ｃＤＮＡ， 并利用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒进行 ＰＣＲ 扩

增。 反应体系为 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 正向引物

０ ４ μＬ， 反向引物 ０ ４ μＬ， ｃＤＮＡ ２ μＬ， 补加超纯水至

２０ μＬ。 引 物 序 列 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 正 向 ５′⁃
ＴＣＡＡＧＡＡＡＴＧＧＴＧＧＣＴＡＴ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＧＣＴＣＴＧＡＧＡＣＴＧＧ
ＣＴＧＡＡ⁃３′。 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 正 向 ５′⁃ＣＡＡＡＧＴＧＣＴＣＡＴＡＧＴＧ
ＣＡＧＧＴＡＧ⁃３′， 反 向 为 通 用 引 物。 β⁃ａｃｔｉｎ 正 向 ５′⁃
ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴ
ＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ⁃３′。 Ｕ６ 正向 ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′，
反向 ５′⁃ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ⁃３′。
２ ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和

ＭＲＰ１ 蛋白的表达　 细胞按照上述分组进行处理后， 加入

细胞裂解液， 完全裂解后离心获得上清液即为细胞总蛋白。
二喹啉甲酸法测定蛋白浓度。 将蛋白样品和等体积上样缓

冲液混合， 煮沸 ３ ｍｉｎ 使其变性。 取 ４０ μｇ 细胞蛋白进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳， 并将已分离的细胞蛋白转移至硝酸纤

维素膜。 室温条件下将膜置于 ５％ 的脱脂牛奶中孵育 １ ｈ，
将膜置于稀释的一抗溶液中孵育 ２ ｈ， 洗膜后， 将膜置于

稀释的二抗溶液中孵育 １ ｈ， 洗膜后， 进行增强化学发光

显色。 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对各目的条带灰度值进行分析， 以各

目的条带与内参 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度值比值表示目的蛋白表达

水平。
２ ７　 双荧光素酶报告基因实验　 含有 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 结合位点

的 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 野生型 （ ｗｔ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１） 或突变型 （ｍｕｔ⁃
ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１） 荧光素酶报告基因载体的构建由上海生工公

司提供。 将 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 分别与 ｗｔ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃
ＡＳ１、 ｍｕｔ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 共转染 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞， 转染 ４８ ｈ， 使

用双荧光素酶报告系统测定荧光素酶活性。
２ ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １８ ０ 进行条件分析， 实验均

设置 ３ 个复孔或平行实验， 重复 ３ 次。 所有数据均采用

（ｘ±ｓ） 表示。 组间比较采用 ｔ 检验； 多组间比较采用单因

素方差分析， 进一步组间两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 以 Ｐ
＜０ ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影

响　 相较于对照组， 紫草素低、 中、 高剂量组 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细

胞存活率降低， 细胞凋亡率升高， 细胞 ＩＣ５０ 值降低 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见表 １ 和图 １。
表 １　 紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别
细胞存活率 ／

％
凋亡率 ／

％

ＩＣ５０（顺铂） ／

（μｇ·ｍＬ－１）
对照组 １００ ５８±１０ ０６ ６ ３５±０ ６４ ９ ６８±０ ９５
紫草素低剂量组 ８９ ０２±８ ９０∗ １３ ０２±１ ３１∗∗ ７ ０２±０ ７０∗∗

紫草素中剂量组 ７５ １１±７ ５１∗∗ ２０ ７６±２ ０８∗∗ ４ ９２±０ ５０∗∗

紫草素高剂量组 ５０ ３６±５ ０４∗∗ ２９ ８８±３ ０１∗∗ ２ ２７±０ ２３∗∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞凋亡的影响

３ ２　 紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ＭＲＰ１ 蛋白的影响 　 相较于对照组， 紫草素低、 中、 高剂

量组 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细 胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＲＰ１ 蛋 白 的 表 达 降 低，
Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达增加 （ Ｐ ＜ ０ ０１）， 见表 ２、
图 ２。
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表 ２ 　 紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＭＲＰ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＭＲＰ１
对照组 １ ０５±０ １２ ０ ３７±０ ０４ １ １２±０ １１
紫草素低剂量组 ０ ８２±０ ０８∗∗ ０ ５５±０ ０６∗∗ ０ ９２±０ ０９∗∗

紫草素中剂量组 ０ ６０±０ ０６∗∗ ０ ７５±０ ０８∗∗ ０ ６２±０ ０６∗∗

紫草素高剂量组 ０ ３２±０ ０３∗∗ ０ ８９±０ ０９∗∗ ０ ３０±０ ０３∗∗

　 　 注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＭＲＰ１ 蛋白表达的影响

３ ３　 紫草素对 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达的影响 　 相

较于对照组， 紫草素低、 中、 高剂量组 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞

ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 的表达降低， ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的表达升高 （ Ｐ ＜
０ ０１）， 见表 ３。
表 ３　 紫草素对 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ
对照组 １ ００±０ １１ １ ０２±０ １２
紫草素低剂量组 ０ ８２±０ ０８∗∗ １ ６４±０ １７∗∗

紫草素中剂量组 ０ ６８±０ ０７∗∗ ２ ３２±０ ２４∗∗

紫草素高剂量组 ０ ３７±０ ０４∗∗ ３ ３１±０ ３３∗∗

　 　 注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ４　 干扰 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达对细胞 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡

和顺铂耐药性的影响　 相较于 ｓｉ⁃ＮＣ 组， ｓｉ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组

ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 的表达降低， ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 ＭＲＰ１
蛋白的表达降低， Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达升高， 细胞

存活率降低， 细胞凋亡率升高， ＩＣ５０降低 （Ｐ＜０ ０１）， 见表

４、 图 ３。
３ ５　 过表达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂

耐药性的影响　 相较于 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组， ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 组 ＨＥＣ⁃１Ｂ
细胞 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的表达升高， ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 ＭＲＰ１ 蛋白的表

达降低， Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达升高， 细胞存活率降

低， 细胞凋亡率显著升高， ＩＣ５０降低 （Ｐ＜０ ０１）， 见表 ５、
图 ４。

表 ４　 干扰 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＭＲＰ１ 细胞存活率 ／ ％ 凋亡率 ／ ％ ＩＣ５０（顺铂） ／ （μｇ·ｍＬ－１）

ｓｉ⁃ＮＣ 组 １ ０１±０ １１ １ ０３±０ １０ ０ ３５±０ ０４ １ １５±０ １２ １００ ９９±１０ １０ ６ ２９±０ ６３ ９ ７６±０ ９８
ｓｉ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组 ０ ４０±０ ０４∗∗ ０ ３７±０ ０４∗∗ ０ ８６±０ ０９∗∗ ０ ４５±０ ０５∗∗ ５８ ７６±５ ８８∗∗ １５ ８８±１ ５９∗∗ ４ ６７±０ ４５∗∗

　 　 注： 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

注： Ａ 为流式细胞仪检测细胞凋亡； Ｂ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＭＲＰ１ 蛋白表达。

图 ３　 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 低表达对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响

表 ５　 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 高表达对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＭＲＰ１ 细胞存活率 ／ ％ 凋亡率 ／ ％ ＩＣ５０（顺铂） ／ （μｇ·ｍＬ－１）

ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 １ ０２±０ １１ １ ０６±０ １１ ０ ３８±０ ０４ １ １７±０ １２ １００ ２７±１０ ０５ ６ ３２±０ ６４ ９ ６６±０ ９７
ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 组 ２ ７６±０ ２８∗∗ ０ ４２±０ ０４∗∗ ０ ９３±０ ０９∗∗ ０ ５０±０ ０５∗∗ ４９ １６±５ ０１∗∗ ２０ ２４±２ ０３∗∗ ４ ２１±０ ４２∗∗

　 　 注： 与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ６　 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 靶向调控 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的表达 　 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
软件在线预测显示， ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 之间直接存

在相互作用， 见图 ５。 双荧光素酶报告基因实验显示， 相

较于 ｍｉＲ⁃ＮＣ 和 ＷＴ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 共 转 染 组， ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ

ｍｉｍｉｃｓ 和 ＷＴ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 共转染后 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞荧光素酶

活性降低 （Ｐ＜０ ０５）； 相较于 ｍｉＲ⁃ＮＣ 和 ＭＵＴ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１
共转染组， ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 和 ＭＵＴ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 共转染

后 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞荧光素酶活性无明显变化， 见表 ６。 ＲＴ⁃
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ｑＰＣＲ 检测显示， 相较于 ｓｉ⁃ＮＣ 组， ｓｉ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组 ＨＥＣ⁃
１Ｂ 细 胞 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０ ０１ ）； 相 较 于

ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ 组， ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞 ｍｉＲ⁃
２０ｂ⁃５ｐ 的表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， 见表 ７。 提示， ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１
靶向负性调控 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达。

注： Ａ 为流式细胞仪检测细胞凋亡； Ｂ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＭＲＰ１ 蛋白表达。

图 ４　 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 高表达对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡

和顺铂耐药性的影响

图 ５　 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 结合示意图

表 ６ 　 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 分别与 ＷＴ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃
ＡＳ１或 ＭＵＴ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 共转染后 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞荧

光素酶活性 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别
相对荧光素酶活性

ＷＴ ＭＵＴ
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 １ ０１±０ １０ １ ０６±０ １１
ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 组 ０ ４２±０ ０４∗∗ １ ０４±０ １２

　 　 注：与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ７　 过表达 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 可以逆转紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增

殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响　 相较于 ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ＋紫草素

　 　 　 　

表 ７　 干扰或过表达ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 对ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃
５ｐ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ
ｓｉ⁃ＮＣ 组 １ ００±０ １１
ｓｉ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组 ３ ０２±０ ３０∗∗

ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ 组 １ ０３±０ １０
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 组 ０ ４８±０ ０５＃＃

　 　 注： 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组 比 较，∗∗ Ｐ ＜ ０ ０１； 与 ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ 组 比 较，
＃ ＃Ｐ＜０ ０１。

组， ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋紫草素组 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞 ＨＮＦ１Ａ⁃
ＡＳ１ 的表达升高， ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 ＭＲＰ１ 蛋白的表达升高，
Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达降低， 细胞存活率升高， 细胞

凋亡率降低， ＩＣ５０升高 （Ｐ＜０ ０１）， 见表 ８、 图 ６。

注： Ａ 为流式细胞仪检测细胞凋亡； Ｂ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＭＲＰ１ 蛋白表达。

图 ６　 过表达 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 可以逆转紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ
细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响

３ ８　 过表达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 和 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 对紫草素处理的

ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响 　 相较于

ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ ＋ 紫草素组， ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃
ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ＋紫草素组 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 的表达

升高， ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 ＭＲＰ１ 蛋白的表达降低， Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 蛋白的表达升高， 细胞存活率降低， 细胞凋亡率升高，
ＩＣ５０降低 （Ｐ＜０ ０１）， 见表 ９、 图 ７。

表 ８　 过表达 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 可以逆转紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＭＲＰ１ 细胞存活率 ／ ％ 凋亡率 ／ ％
ＩＣ５０（顺铂） ／

（μｇ·ｍＬ－１）
ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ＋紫草素组 １ ００±０ １０ ０ ３３±０ ０３ ０ ８６±０ ０９ ０ ３１±０ ０３ ５２ ８６±５ ２９ ３０ ０４±３ ０１ ２ ３４±０ ２３
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋紫草素组 ２ ４２±０ ２４∗∗ ０ ９３±０ ０９∗∗ ０ ４２±０ ０４∗∗ ０ ９５±０ １０∗∗ ８８ ６３±８ ８６∗∗ １１ ２７±１ １３∗∗ ７ ６９±０ ７７∗∗

　 　 注：与 ｐｃＤＮＡ⁃ＮＣ ＋紫草素组比较，∗∗Ｐ ＜０ ０１。

表 ９　 过表达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 和 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 对紫草素处理的 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＭＲＰ１ 细胞存活率 ／ ％ 凋亡率 ／ ％
ＩＣ５０（顺铂） ／

（μｇ·ｍＬ－１）
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃ＮＣ＋紫草素组 １ ０１±０ １１ ０ ９５±０ １０ ０ ４５±０ ０５ ０ ９６±０ １０ ８９ ０５±８ ９１ １１ ３６±１ １４ ７ ７２±０ ７７
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ＋紫草素组 ２ ４６±０ ２５∗∗ ０ ４０±０ ０４∗∗ ０ ７５±０ ０８∗∗ ０ ３８±０ ０４∗∗ ６３ ７６±６ ３８∗∗ ２５ ４６±２ ５５∗∗ ３ ９９±０ ４０∗∗

　 　 注：与 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃ＮＣ＋紫草素组比较，∗∗Ｐ ＜０ ０１。

４　 讨论

紫草素是天然存在的萘醌类衍生物， 其通过抑制多种

癌细胞 的 生 长、 诱 导 细 胞 凋 亡 而 具 有 抗 癌 活 性［９］ 。
Ｓｈｉｌｎｉｋｏｖａ 等［１０］研究显示紫草素可诱导线粒体介导的细胞
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注： Ａ 为流式细胞仪检测细胞凋亡； Ｂ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＭＲＰ１ 蛋白表达。

图 ７　 过表达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 和 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 对紫草素处理

的 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响

凋亡， 减弱顺铂耐药卵巢癌细胞的上皮间质转化。 Ｃｈｅｎ
等［１１］研究发现紫草素可抑制胰腺癌细胞的生长， 增强吉西

他滨的抗肿瘤作用。 本研究发现， 紫草素以剂量依赖的方

式下 调 促 增 殖 蛋 白 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表 达， 上 调 促 凋 亡 蛋 白

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达， 抑制 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖， 诱导细胞

凋亡， 与 Ｈｕａｎｇ 等［１２］紫草素的抗子宫内膜癌作用相吻合。
ＭＲＰ１ 是肿瘤细胞耐药的关键蛋白， 其通过将大量药物转

运到细胞外， 对肿瘤细胞具有保护作用［１３］ 。 本研究发现紫

草素以剂量依赖的方式下调 ＭＲＰ１ 蛋白表达， 并提高 ＨＥＣ⁃
１Ｂ 细胞对顺铂的敏感性。 以上研究说明紫草素具有抗子宫

内膜癌作用， 并可提高其对顺铂的敏感性。
ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 已被证实参与膀胱癌、 胃癌等多种肿瘤进

展， 是肿瘤早期诊断的生物标记物［１４⁃１５］ 。 研究报道［１６］ 敲除

ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 显著抑制结肠癌细胞增殖、 迁移、 侵袭和集落

形成， 抑制细胞周期进入 Ｓ 期， 进而抑制结肠癌致瘤表型。
本研究发现紫草素干预后 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达显

著降低。 干扰 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达可抑制 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞存活，
促进细胞凋亡， 并提高 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞对顺铂的敏感性， 与

紫草素的抗子宫内膜癌作用相同。 进一步恢复实验显示，
过表达 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 可逆转紫草素对 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋

亡和顺铂耐药性的影响。 以上研究提示下调 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 是

紫草素发挥抗子宫内膜癌作用的分子机制。
ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 是 ｍｉＲ⁃１７ 家族的成员之一。 Ｂ 细胞淋巴瘤

和 Ｔ 细胞白血病中 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达失调， 外周血单核细胞

中 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达升高是慢性淋巴细胞白血病预后良好的

分子标志物［１７］ 。 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 上调还可抑制肾癌细胞迁移和

增殖， 促进细胞凋亡［１８］ 。 此外， 上调 ｍｉＲ⁃２０ｂ 表达还可降

低 ５⁃氟尿嘧啶耐药结肠癌细胞的耐药性［１９］ 。 本研究发现紫

草素干预后 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达显著增加， 过表

达 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 可抑制 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞存活， 促进细胞凋亡，
提高 ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞对顺铂的敏感性， 与紫草素、 干扰

ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 表达的抗子宫内膜癌作用相同。 此外， 过表达

ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 还可逆转 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 对紫草素处理的子

ＨＥＣ⁃１Ｂ 细胞增殖、 凋亡和顺铂耐药性的影响。 由于双荧

光素酶报告基因实验和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 证实 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ 靶向并负

调控 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 表达， 本研究推测紫草素通过调控 ＨＮＦ１Ａ⁃
ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 轴进而影响子宫内膜癌细胞的增殖、 凋亡

以及顺铂耐药。
综上所述， 本研究证实紫草素可抑制子宫内膜癌细胞

增殖， 诱导细胞凋亡， 并提高其顺铂敏感性， 其机制与调

控 ＨＮＦ１Ａ⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃５ｐ 轴有关， 以期为紫草素开发成抗

子宫内膜癌药物奠定理论基础。
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摘要： 新型冠状病毒肺炎 （ＣＯＶＩＤ⁃１９） 会造成严重的肺损伤， 处于恢复期的患者肺部病灶吸收后会留有不同程度的

纤维化改变。 这类 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 恢复期伴纤维化的患者以正虚邪恋为主要特点， 当补气、 养阴以扶正， 祛痰、 活血以祛

邪。 收集归纳了部分用于 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 恢复期的方剂并对用药频次进行统计。 针对其中出现频次较高的中药， 分别从补

气、 养阴、 祛痰、 活血四方面探讨其对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 恢复期肺纤维化的作用， 以期为 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 恢复期伴纤维化的治疗

提供新的思路和理论依据。
关键词： 新型冠状病毒肺炎； 恢复期； 肺纤维化
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　 　 自 ２０１９ 年 １２ 月以来， 新型冠状病毒肺炎 （ Ｃｏｒｏｎａ
Ｖｉｒｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９， ＣＯＶＩＤ⁃１９） 在武汉被发现并以惊人的

速度席卷全球。 截止至 ２０２１ 年 ２ 月 ２ 日， 全球累计确诊 １
亿人， 累计治愈 ７ ３８９ 万人， 死亡 ２２４ 万人， 疫情十分严

峻。 目前我国已累计确诊 １０１ ０３９ 例， 累计治愈 ９３ ７２６ 例，
死亡例 ４ ８２６ 例， 还在治疗期间 ２ ４８７ 例， 其中重症 ７２ 例。

实验室研究表明， ＣＯＶＩＤ⁃１９ 与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ （非典） 同

属于冠状病毒［１］ ， 具有 ７９ ５％ 的基因序列相似度， 根据

ＳＡＲＳ 患者的预后经验及目前的相关报道［２⁃４］ ， 推测肺纤维

化可能是 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 后遗症中发生概率较高的一种。 已知

的临床观察也证明， 恢复期患者可见肺部病灶吸收后会留

有不同程度的肺间质纤维化［５］ 。 对于肺纤维化的治疗， 目

前西医普遍采用糖皮质激素、 抗酸制剂及免疫抑制剂进行

治疗， 但疗效欠佳。 而中医治疗肺纤维化的作用已经被大

量临床研究所证实［６⁃７］ ， 效果明确， 不良反应小， 在疗效、
转归及预后上都有着一定的优势。 因此及早采用中医药治

疗， 对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 恢复期伴有肺纤维化病人的肺功能的恢

复和 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 的预后都具有重要的临床意义。
１　 肺纤维化的中医理论基础

１ １　 “肺痹” “肺痿” 　 有学者认为［８］ ， “肺痹” “肺痿”
各代表了肺纤维化的不同阶段和 （或） 不同证候特点， 即

肺纤维化患者表现出气阴两虚、 虚热灼肺或肺气虚冷的证

候特点则按照肺痿论治， 若表现为肺气痹阻之实证特点则

按照 “肺痹” 论治。 肺纤维化的干咳及后期出现咳吐涎沫

的症状与肺痿相似， 正如 《外台秘要》 所云 “肺气咳经久

将成肺痿……唾白如雪， 细沫稠粘， 喘息气上， 乍寒乍热，
发作有时， 唇口喉舌干焦， 亦有时唾血者， 渐觉瘦悴”， 故

可归为肺痿。 肖小花等［９］ 则根据肺纤维化与肺痿在症状、
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