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摘要： 目的　 探索山楂黄酮对辐射损伤小鼠睾丸细胞的保护作用。 方法　 ６０ 只小鼠随机分为正常组、 模型组、 阳性

药组 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ 绒毛膜促性腺激素） 及山楂黄酮低、 中、 高剂量 （０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １ ｇ ／ ｋｇ） 组， 每组 １０ 只， 灌胃给予相

应药物， 连续 ２ 周。 实验第 １５ 天， 除正常组外， 其余组小鼠均采取一次性 Ｘ 射线全身均匀照射处理， 照射剂量为 ４􀆰 ０
Ｇｙ 致死剂量， 照射 ２４ ｈ 后脱颈处死小鼠并取睾丸组织。 小鼠精母细胞 （ＧＣ⁃２ ｓｐｄ） 分别给予低、 中、 高剂量 （１２􀆰 ５、
２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ） 山楂黄酮和阳性药物干预 ７２ ｈ 后， 再给予 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 和 ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 处理 ４ ｈ。 ＥＬＩＳＡ 法检测组

织和细胞 ＲＯＳ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８ 水平， ＨＥ 染色观察睾丸组织病理变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测组织和

细胞 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达。 结果　 山楂黄酮能降低睾丸组织和 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 水平

和 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 ＩＬ⁃１０ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 山楂黄酮能降低 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞 ＲＯＳ 水平， 抑

制细胞凋亡。 结论　 山楂黄酮对辐射损伤小鼠睾丸具有一定的修复能力， 其作用机理可能与抑制 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通

路调控睾丸细胞中促炎症细胞因子水平有关。
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　 　 电离辐射可致机体生成自由基， 并诱导 ＤＮＡ 损伤， 由

此引发突变与致癌［１］ 。 有研究表明， 睾丸组织是电离辐射

最敏感的器官之一， 长期电离辐射会导致生殖系统损伤和精

子生成障碍等［２］。 电离辐射通过中性粒细胞浸润、 活性氧

（ＲＯＳ） 积聚、 细胞离子稳态的解除、 细胞死亡以及随后的

炎症反应对组织造成进一步的损伤［３］。 研究表明睾丸损伤的

早期和晚期， 由于腺苷酸环化酶活性和细胞内 ｃＡＭＰ 水平降

低， 而产生自由基， 并可能触发细胞死亡的机制［３⁃４］。
ＮＬＲｓ 是一个细胞内传感器的大蛋白家族， 其中 ＮＯＤ

样受体 ３ （ＮＬＲＰ３） 炎症小体最具有特征［５］ 。 体外实验表
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明， ＮＬＲＰ３ 可由 ＮＦ⁃κＢ 信号通路驱动激活［６］ ， 也可通过

ＭｙＤ８８ 依赖性途径并通过 ＴＬＲ 信号激活， 随后刺激 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ 基因表达［５，７］ ， 还能由电离辐射损伤中的 ＲＯＳ 驱

动［５］ 。 已有研究表明， 高浓度的 ＲＯＳ 会导致精子发生病理

改变［８］ 。
山楂具有促进食欲和消化、 抗菌消炎、 提高机体免疫

力、 延缓衰老、 调节血糖和血脂的作用［９］ 。 山楂提取物已

被用于改善心脏病和肺动脉高压， 其主要化学成分包括黄

酮、 低聚原花青素等［１０⁃１１］ 。 研究发现山楂黄酮的功能主要

包括抗氧化、 保护血管内皮细胞、 降血脂、 降血压、 抗心

律不齐等。 有研究表明， 山楂的水提取物能够防止大鼠精

子数量下降及缓解睾丸损伤［１２］ ， 而山楂黄酮能够一定程度

上抑制微波辐射大鼠睾丸细胞的凋亡［１３⁃１４］ 。 研究发现山楂

可治疗性和不育症等， 但缺乏山楂对生殖系统影响的机制

研究［１２］ 。 课题组以往研究表明， 山楂水提取物能够保护辐

射后睾丸组织骨髓细胞和精子畸形［１５］ ， 但机制尚不清楚，
且山楂黄酮对辐射后睾丸组织 ＮＬＲＰ３ 的作用也未知， 因此

本研究重点探索山楂黄酮对辐射损伤小鼠睾丸 ＮＬＲＰ３ 表达

的影响， 为山楂黄酮对辐射后睾丸组织的保护作用机制提

供依据， 以期为临床治疗和预后提供参考。
１　 材料和方法

１􀆰 １　 试剂与药物 　 山楂黄酮由实验室自制。 荧光定量

ＰＣＲ、 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒购自美国赛默飞世尔公司； ＥＣＬ 化学

发光、 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡测定试剂盒购自北京索莱宝科技有

限公司； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自北京全式金生物技术有

限公司； 逆转录试剂盒购自生工生物工程 （上海） 股份有

限公司。
１􀆰 ２　 动物和细胞　 ６０ 只雄性昆明种小鼠， ＳＰＦ 级， 体质量

１８～２２ ｇ， ６～８ 周龄， 购自河北医科大学实验动物中心， 实

验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （冀） ２０１３⁃００３。 小鼠饲养环境

条件为室温 ２０～２６ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明

暗交替， 每笼 ５ 只， 自由摄食饮水。 小鼠精母细胞 ＧＣ⁃２
ｓｐｄ， 购美国组织细胞收藏中心 （ＡＴＣＣ）。
１􀆰 ３　 山楂黄酮的提取及纯化　 精确称取实验所需山楂粉与

等量硅藻土混合均匀， 装入萃取池中， 萃取调节参数为提

取温度 ４５ ℃， 提取压力 ２５ ＭＰａ， 夹带剂用量为每 １０ ｇ 原

料加入 ２０ ｍＬ ７０％ 乙醇， 提取时间 ９０ ｍｉｎ， 萃取完成后，
得到粗提物， 经超滤、 柱色谱、 溶剂结晶进行纯化， 紫外

分光光度法测定黄酮含量。
１􀆰 ４　 分组与给药 　 ６０ 只小鼠随机分为正常组、 模型组、
阳性药组 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ 绒毛膜促性腺激素） 及山楂黄酮低、
中、 高剂量 （０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １ ｇ ／ ｋｇ） 组， 每组 １０ 只， 给药

组灌胃给予相应剂量药物， 模型组和正常组灌胃给予等量

生理盐水。 给药第 ０、 ７、 １４ 天分别称定 １ 次体质量。 第 １５
天， 除正常组外其余各组小鼠采用一次性数字直线加速器

全身均匀照射， Ｘ 射线照射剂量为 ４􀆰 ０ Ｇｙ （致死剂量）。
实验结束后处死小鼠， 取睾丸组织， 部分固定于甲醛溶液，
部分保存于－８０ ℃下备用。

１􀆰 ５　 细胞培养和转染 　 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞使用含 １０％ 胎牛血

清、 １％ 青霉素 ／链霉素双抗溶液的高糖 ＤＭＥＭ 培养基， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养。 细胞分为正常组、 模型组、
阳性药组及山楂黄酮低、 中、 高剂量组， 正常组和模型组

给予 ＤＭＥＭ 培养基， 山楂黄酮低、 中、 高剂量组分别给予

含 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ 山楂黄酮的 ＤＭＥＭ 培养基， 阳性

药组给予含 １０ μｇ ／ ｍＬ 绒毛膜促性腺激素的 ＤＭＥＭ 培养基，
干预 ７２ ｈ 后， 所有组均给予 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 和 ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
ＡＴＰ 处理 ４ ｈ 以诱导细胞凋亡， ２４ ｈ 后， 除正常组以外各

组细胞给予 ４􀆰 ０ Ｇｙ （致死剂量） 的 Ｘ 射线照射。
ＲＯＳ 干预实验： 将 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞分为模型组、 山楂黄

酮组、 山楂黄酮＋ＲＯＳ 抑制剂组， 模型组给予 ＤＭＥＭ 培养

基， 山楂黄酮组给予含 １２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 山楂黄酮的 ＤＭＥＭ 培

养基， 山楂黄酮＋ＲＯＳ 抑制剂组给予含 １２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 山楂黄

酮和 ５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＲＯＳ 抑制剂 （克唑替尼） 的 ＤＭＥＭ 培养基，
干预 ７２ ｈ 后， 给予 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 和 ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 处理

４ ｈ， ２４ ｈ 后， 各组均给予 ４􀆰 ０ Ｇｙ Ｘ 射线照射处理。
１􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＲＯＳ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１８ 水平　 按照相应 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书， 检测组织和细胞

ＲＯＳ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８ 水平， 于 ４５０ ｎｍ
波长处测定光密度 （ＯＤ） 值。
１􀆰 ７　 ＨＥ 染色观察睾丸组织病理变化　 将固定的睾丸组织

经脱水、 透明、 包埋后， 制成 ４ μｍ 切片， 组织切片脱水脱

蜡后， 移至苏木素染液中染色， １％ 盐酸乙醇分化， 流水冲

洗返蓝， 于 ０􀆰 １％ 伊红染色液中进行细胞质复染， 梯度乙醇

脱水， 二甲苯透明， 最后中性树胶封片， 在光学显微镜下

观察睾丸组织的形态学变化。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达 　 取

适量－８０ ℃保存的睾丸组织和收集到的各组 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞，
加裂解液超声破碎提取， 离心取上清， 即得总蛋白， ＢＣＡ
法蛋白定量后添加蛋白上样缓冲液， 于 １００ ℃ 煮沸 ５ ｍｉｎ
进行变性处理， 冷却后－２０ ℃保存备用。 蛋白样本经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 半干法转移至硝酸纤维素膜上， 分别加

ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＡＰＤＨ 一抗， 于摇床上 ４ ℃ 孵育过

夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗涤， 加生物素标记的二抗， 常温孵育 ２ ｈ，
化学发光法显色， 用 Ｇｅｌ Ｉｍａｇｅ ｓｙｓｔｅｍ 图像分析软件进行扫

描， 并对免疫蛋白印迹区开展图像分析。
１􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ± ｓ） 表示， ２ 组间比较采用独立样本 ｔ 检验。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 山楂黄酮对小鼠体质量的影响　 由表 １ 可知， 山楂黄

酮组小鼠体质量有一定程度的降低， 但与正常组比较差异

无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 山楂黄酮对辐射损伤小鼠睾丸组织结构变化的影响　
如图 １ 所示， 与正常组比较， 模型组睾丸出现大量损伤；
与模型组比较， 山楂黄酮组作用与阳性药物相似， 都能恢

复睾丸结构， 对睾丸组织具有保护作用。
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表 １　 各组小鼠体质量比较 （ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ０ ｄ ７ ｄ ２１ ｄ

正常组 １８􀆰 ２６±２􀆰 ６５ ２２􀆰 ６２±２􀆰 １５ ２６􀆰 ７２±３􀆰 １６

模型组 １８􀆰 ３６±１􀆰 ３６ ２２􀆰 ４８±２􀆰 ４１ ２６􀆰 ４６±２􀆰 ２５

山楂黄酮低剂量组 １８􀆰 ４１±２􀆰 １５ ２２􀆰 ８４±３􀆰 １１ ２６􀆰 １２±２􀆰 ７１
山楂黄酮中剂量组 １８􀆰 ５７±１􀆰 ０６ ２２􀆰 １５±２􀆰 ６３ ２６􀆰 ３４±１􀆰 ６２
山楂黄酮高剂量组 １８􀆰 ３２±２􀆰 ０８ ２１􀆰 ８４±１􀆰 １７ ２５􀆰 ９８±２􀆰 ５５

阳性药组 １８􀆰 ２８±１􀆰 ３５ ２２􀆰 ４３±２􀆰 ０３ ２６􀆰 ３２±２􀆰 ６２

图 １　 各组小鼠睾丸组织 ＨＥ 染色 （×１００）

２􀆰 ３　 山楂黄酮对小鼠睾丸组织炎症因子水平的影响　 如图

２ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠睾丸组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１８、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 各给药组小鼠睾丸组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃
６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 山楂黄酮对 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞 ＲＯＳ 水平及凋亡的影响 　
如图 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组细胞 ＲＯＳ 水平和凋亡

率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组细胞 ＲＯＳ
水平及凋亡率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠睾丸组织炎症因子水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组细胞 ＲＯＳ 水平 （Ａ～ Ｂ） 和凋亡率 （Ｃ） （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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２􀆰 ５　 山楂黄酮对睾丸组织和细胞 ＮＬＲＰ３ 信号通路相关蛋

白表达的影响 　 与正常组比较， 模型组小鼠睾丸组织

ＮＬＲＰ３、 ｃａｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达和 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
细胞 ＮＬＲＰ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｐａｓｅ３ 蛋白表达和 ＩＬ⁃１β 水平升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小鼠睾丸组织

ＮＬＲＰ３、 ｃａｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达和 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
细胞 ＮＬＲＰ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｐａｓｅ３ 蛋白表达和 ＩＬ⁃１β 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４～５。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠睾丸组织 ＮＬＲＰ３、 ｃａｐａｓｅ⁃１蛋白表达 （Ａ～Ｃ） 和 ＩＬ⁃１β水平 （Ｄ） （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

２􀆰 ６　 山楂黄酮和 ＲＯＳ 抑制剂对 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞的作用 　 与

模型组比较， 各给药组细胞 ＲＯＳ 水平、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１β 水平和 ＮＬＲＰ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｐａｓｅ３ 蛋白表达均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
３　 讨论

随着原子能的迅速发展， 人们对电离辐射可能给人体

带来影响的担忧也随之增加［１６］ 。 睾丸是放射敏感性最强的

器官之一， 低剂量电离辐射就可以损坏睾丸组织， 造成精

子量少， 性功能障碍与不育等症状［１７］ 。 研究证实， 在电离

辐射刺激下， 机体细胞可分泌自由基， 使细胞脂质、 ＤＮＡ、
蛋白质以及 ＲＮＡ 等生物分子受损［１８］ 。 目前， 富氢盐水和

绿茶多酚等抗氧化剂已被广泛研究用于治疗电离辐射诱导

的睾丸损伤， 以提高患者的生育能力［１９］ ， 然而这些药物潜

在的作用机制仍未清楚， 且他们的副作用及药效学特征仍

需进一步研究。
山楂黄酮被用于治疗心血管疾病、 癌症、 糖尿病和性

软弱等慢性疾病。 研究证实， 山楂黄酮在抗炎、 降血脂上

有着良好表现， 而且其所具有的螯合以及抗氧化特性， 能

够使 ＲＯＳ 丧失活性， 减弱血浆低密度脂蛋白 （ＬＤＬ） 氧化，
使血管内皮炎症得到改善［２０⁃２２］ 。 另外， 山楂黄酮还能够使

黄嘌呤氧化酶 （ＸＯＤ）、 ＬＯＸ 与 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性减弱，
导致 ＲＯＳ 生成受到抑制［２２］ 。 山楂叶黄酮类化合物也能够降

低幼鼠血清及肝组织 ＭＤＡ 水平， 增加 ＳＯＤ 活性， 从而影

响疾病的病理环境［２３］ 。 本研究表明， 山楂黄酮具有与阳性

药物相似的作用， 都能恢复睾丸结构， 对睾丸组织具有保

护作用。
睾丸辐射损伤是典型的睾丸损伤［２１］ ， 在这种情况下，

睾丸会产生促炎细胞因子， 而在各类损伤与感染的反应中，
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 与 ＩＬ⁃１８ 等促炎性介质发挥着重要作

用［２４⁃２５］ 。 本研究发现， 经过辐射损伤的小鼠睾丸组织中促

炎症因子的水平升高， 给予山楂黄酮或阳性药物干预后，
促炎症因子水平受到抑制， 说明山楂黄酮对睾丸组织促炎

因子水平具有与阳性药物相似的抑制作用。 细胞内传感器

Ｎｏｄ 样 受 体 （ ＮＬＲ ） 家 族 成 员 包 括 ＮＬＲＰ３、 ＮＬＲＣ４、
ＮＬＲＰ１ 等， 在炎症小体调节中起关键作用［２６］ 。 而 ＲＯＳ 也

对精子功能具有一定危害， ＲＯＳ 的产生会导致 ＮＬＲＰ３ 炎性

小体活化进而加重各种损伤。 睾丸辐射损伤引起早期组织

损伤， 如 ＲＯＳ 生成、 内皮细胞屏障功能受损， 这是由于腺

苷酸环化酶活性和细胞内 ｃＡＭＰ 水平降低所致。 特别是在

睾丸辐射损伤期间， 以 ＡＴＰ 形式存在的核苷酸刺激组织炎

症并触发 ＮＬＲＰ３ 炎症反应［５］ 。 这种病理级联导致生殖细胞

数量减少， 是由细胞凋亡增强、 生精上皮空泡化、 精子数

量减少和中性粒细胞聚集引起的， 并且发展到晚期时可观

察到睾丸萎缩和精子发生受损［２７］ 。 本研究发现， 使用山楂
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组细胞 ＮＬＲＰ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｐａｓｅ３ 蛋白表达 （Ａ～Ｃ） 和 ＩＬ⁃１β水平 （Ｄ） （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与山楂黄酮组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组细胞 ＲＯＳ （Ａ～ Ｂ）、 ＮＬＲＰ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｐａｓｅ３ 蛋白表达 （Ｃ～ Ｅ） 及炎症因子水平 （Ｆ～ Ｊ） （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

黄酮干预后， 睾丸辐射损伤小鼠睾丸组织中 ＲＯＳ 水平受到

抑制； 小鼠精母细胞促炎症细胞因子、 凋亡率、 ＲＯＳ 水平

及 ＮＬＲＰ３ 通路相关蛋白表达均受到抑制； 使用 ＲＯＳ 抑制剂

后发现， 山楂黄酮和 ＲＯＳ 抑制剂对小鼠精母细胞的作用

相似。

综上所述， 山楂黄酮可能通过抑制 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通

路来调控小鼠精母细胞中促炎症细胞因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、

ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 的水平。
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