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!!&摘要'!目的!探讨山奈酚对高糖诱导大鼠肾系膜细胞!@8fAD""增殖+纤维化的影响#并研究其相关的作用

机制(方法!将 @8fAD"细胞分为正常糖浓度组,葡萄糖!Y3."MLM//+3)'-即对照组+高糖!Y3.:M//+3)'"组+

"#!/+3)'山奈酚T高糖组和)#!/+3)'山奈酚T高糖组(分组处理细胞后#采用 9EE实验检测正常糖浓度和

高糖下山奈酚对 @8fAD"细胞增殖的影响*流式细胞仪检测各组细胞周期变化*F143D5-/1(GF检测各组细胞纤维

连接蛋白 !L!"+结缔组织生长因子!&S0L"/F%&的表达#I1*512=J3+5检测7%+GEY7+细胞周期相关蛋白以及

H)U9&(c信号通路蛋白的表达(结果!山奈酚!"#+)#!/+3)'"对正常糖浓度培养的 @8fAD"细胞增殖影响不

大!$&#L#M"#高糖能够增强细胞的增殖能力!$$#L#M"#而山奈酚!"#+)#!/+3)'"可抑制高糖引起的增强细胞增

殖作用!$$#L#M"(高糖能减少 Y#)Y" 期细胞比例#增加6期细胞比例#并降低细胞周期相关蛋白H:"
G-H"
以及

H:W
c-H"
蛋白表达#山奈酚!"#+)#!/+3)'"能够阻止高糖引起的细胞周期改变以及细胞周期相关蛋白表达的下调(

山奈酚!"#+)#!/+3)'"同时能够抑制高糖引起的细胞L!+&S0L/F%&和蛋白表达水平的上调(高糖能够增加

磷酸化H)U丝裂原活化蛋白激酶!HDH)U9&(c"蛋白水平#而山奈酚!"#+)#!/+3)'"处理能够剂量依赖性的抑制

高糖诱导的HDH)U9&(c蛋白的表达上调(结论!山奈酚对高糖诱导的 @8fAD"细胞增殖起抑制作用#其作用机

理可能是通过调控H)U9&(c信号通路#对高糖培养下的 @8fAD"细胞起到保护作用(

&关键词'!山奈酚!高糖!大鼠肾系膜细胞!H)U9&(c信号通路

H(*,G=#R'=#>(=%,H(%#F#=>AE.<<,$=G><M',?D<,A>B>(K'=K,('B?,G'(R#'BL,BBG:A>B#<,A'=#>(&(-,AS#R%VB&$>G,

L>(-#=#>(!&E4! !7
"#E"! $-:J'C7:J

"#&E4! 3-:
:# #<4!0N*:

)
;";<-,*=>?-:>8@ $D*=?*)B#>D-

%-)8:C "@@797*>-C E8+,7>*98@ E*7:*: (-C7)*9 /:7F-=+7>B# @4-<+. M$"##$#G>-=4*:;<-,*=>?-:>8@

!-,D=898JB#>D-%-)8:C "@@797*>-C E8+,7>*98@ E*7:*: (-C7)*9 /:7F-=+7>B#@4-<+.M$"##$#G>-=4*);

<-,*=>?-:>8@M78?-C7)*9%)7-:)-+#>D-A-+-*=)D5:+>7>2>-8@%D-:TD-:&7>B#6>1=V>1=M"U#MW#G>-=4

# G+221*H+=,-=;4.5>+2#KD/4-3$,24?>1=S1=$+.53++<L?+/

&8FG=A'$='!IFJ,$=#*,!E+-=P1*5-;4515>1H2+51?5-P11001?5*+0<41/H012+3+=24521=43/1*4=;-43?133*.=,12

>-;>;3.?+*1?+=,-5-+=4=,1OH3+21-5*/1?>4=-*/L+,=%>-G!E>1@8fAD"?133*S121,-P-,1,-=5+=+2/43;3.?+*1

;2+.H!MLM //+3)'"#>-;>;3.?+*1;2+.H !:M //+3)'"#"#!/+3)'<41/H012+3T>-;>;3.?+*1;2+.H#4=,

)#!/+3)'<41/H012+3T>-;>;3.?+*1;2+.HLG133H2+3-01245-P14J-3-5Q S4*/14*.21,JQ 9EE*?133?Q?31S4*

4=43QV1,JQ03+S?Q5+/152Q*/F%&4=,H2+51-=31P13*S121,1512/-=1,JQF143D5-/1(GF4=, I1*512=J3+5#

21*H1?5-P13QLK,G&B=G!c41/H012+3>4,=+1001?5+=5>1H2+3-01245-P14J-3-5Q+024521=43/1*4=;-43?133*.=,12=+2/43

;3.?+*1!MLM//+3)'"?+=,-5-+=L@-;>;3.?+*1!:M//+3)'"1=>4=?1,5>1?133H2+3-01245-P14J-3-5Q#4=,5>-*1001?5

S4*4=54;+=-V1,JQ<41/H012+3!"#D)#!/+3)'"52145/1=5L@-;>;3.?+*121,.?1,5>1?133H+H.345-+=45Y#)Y"H>4*1

S-5>4=4**+?-451,-=?214*1-=6H>4*1#4=,>4,=+1001?5+=Y:)9H>4*1*4=,<41/H012+352145/1=521*5+21,>-;>

;3.?+*1D-=,.?1,?>4=;1*-=?133?Q?31Lc41/H012+343*+H21P1=51,>-;>;3.?+*1D-=,.?1,-=?214*1-=0-J2+=1?5-=4=,

?+==1?5-P15-**.1;2+S5>04?5+2/F%&4=,H2+51-=1OH21**-+=31P13*Lc41/H012+343*+H21P1=51,>-;>;3.?+*1D

-=,.?1,-=?214*1-=0-J2+=1?5-=4=,?+==1?5-P15-**.1;2+S5>04?5+2/F%&4=,H2+51-=1OH21**-+=31P13*L7.25>12#

>-;>;3.?+*1?4.*1,4=-=?214*1-=H2+51-=31P13+0H>+*H>+2Q3451,H)U /-5+;1=D4?5-P451,H2+51-=<-=4*1* !H)U

9&(c"#S>-?>S4*4=54;+=-V1,JQ<41/H012+352145/1=5LL>($B&G#>(!B.221*.35**.;;1*55>45<41/H012+31O125*

-5*H2+51?5-P11001?5+=24521=43/1*4=;-43?133*.=,12>-;>;3.?+*1?+=,-5-+=P-4H)U9&(c*-;=43-=;H45>S4QL

&M,EN>A-G'!!c41/H012+3!!@-;>;3.?+*1!!F4521=43/1*4=;-43?133!!H)U9&(c*-;=43-=;H45>S4Q

# 通信作者#KD/4-3$,24?>1=S1=$+.53++<L?+/

!!糖尿病肾病是糖尿病最严重的慢性并发症之

一#其已成为导致终末期肾病的主要原因."/(糖尿
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病肾病主要病理改变为肾脏肥大#肾小球+肾小管基

底膜增厚#肾小管间质纤维化以及肾小管间质动脉

硬化
.:/(众多研究已经证实#糖尿病肾病的发展与

肾系膜细胞的异常增殖有关#而且这种异常增殖常

伴随着细胞外基质的聚集(因此通过抑制肾系膜细

胞增殖以及细胞外基质聚集对改善糖尿病肾病肾脏

纤维化尤为重要
.) $/(山奈酚!<41/H012+3"属于黄

酮类化合物#其主要来源于小檗科植物窝儿七以及

姜科植物山奈的根茎中
.M/(研究发现#山奈酚能够

通过不同的机制抑制多种肿瘤细胞的增殖和诱导其

凋亡
.!/#但尚未见其对肾系膜细胞影响的报道(

过氧化物酶体增殖物激活受体4辅激活因子D

""!H12+O-*+/1 H2+3-01245+2*4?5-P451, 21?1H5+2D4

?+4?5-P45+2D"43H>4#(YGD"""是近年来备受关注的

转录调控辅助激活因子#有研究发现#山奈酚是雌激

素相关受体"的反向激动剂#雌激素相关受体"需

要与(YGD""共同协调发挥作用*而最新的研究发

现(YGD""与糖尿病肾病的发病有关
.W U/(因此#

本研究通过体外培养大鼠肾系膜细胞#观察山奈酚

对高糖环境下大鼠肾系膜细胞增殖的影响#并探讨

其作用机制(

1!材料和方法

1L1!材料

大鼠肾系膜细胞株!@8fAD""购自武汉大学细

胞培养中心*X9K9 培养液和胎牛血清购自美国

@QG3+=1公司*EFCV+3试剂盒购于C=P-52+;1=公

司*荧光定量(GF试剂盒购于E4c4F4公司*纤维

连接蛋白 !0-J2+=1?5-=#L!"+结缔组织生长因子

!?+==1?5-P15-**.1;2+S5>04?5+2#&S0L"+甘油醛D

)D磷酸脱氢酶!0"$<E"/F%&引物由由上海捷

瑞生物工程有限公司合成*H:"
G-H"
抗体+H:W

c-H"
抗体+

7%抗体+GEY7抗体+磷酸化H)U丝裂原活化蛋白

激酶!H)U/-5+;1=D4?5-P451,H2+51-=<-=4*1*#H)U

9&(c"抗体+H)U9&(c抗体+Y&(X@ 抗体和辣

根过氧化物酶标记的二抗均购自美国&J?4/公司*

8G&蛋白浓度检测试剂盒购自8-+DF4,公司(

1L/!细胞培养及分组

@8fAD"细胞在)W[+体积分数MZGB: 条件

下在含有"#Z胎牛血清的X9K9培养基培养(传

代!%̂ 次的 @8fAD"细胞用做体外实验(本研究

选取葡萄糖!Y3."浓度MLM//+3)'模拟正常生理

状态糖浓度#选取Y3.:M//+3)'为高糖浓度#实

验分组为$对照组!4组#Y3.MLM//+3)'"#高糖组

!J组#Y3.:M//+3)'"#"#!/+3)'山奈酚T高糖

组!?组"#)#!/+3)'山奈酚T高糖组!,组"(

1Q6!+;;法检测正常糖浓度+高糖浓度下SX_[T

1细胞增殖能力

首先观察正常糖浓度下山奈酚对 @8fAD"细

胞增殖的影响(分组为$对照组!Y3.MLM//+3)

'"#"#!/+3)' 山奈酚TY3.!MNM //+3)'"组#

)#!/+3)'山奈酚TY3.!MNM//+3)'"组(然后按

"N:实验分组观察高糖浓度下山奈酚对 @8fAD"细

胞增殖的影响(取对数生长期的 @8fAD"细胞#以

Mk"#$)孔接种于 !̂孔培养板培养#按照以上分组

将各组细胞培养$U>后#于每孔加入:#!'四甲基

偶氮唑盐溶液#继续培养$>后移除上清液#再于每

孔加入"M#!'二甲基亚砜!X96B"#用酶联免疫标

记分析仪测量MW#=/波长处各孔的吸光度!&"值(

1Q3!流成细胞学检测SX_[T1细胞周期

将 @8fAD"细胞接种于!孔培养板#在无胎牛

血清的培养基培养!饥饿处理":$>后#按照"L:分

组对细胞处理:$>(将分组培养的细胞用 (86洗

涤#加入W#Z 冷乙醇固定后重新收集细胞#(86洗

去固定液#加入F%& 酶反应过夜#然后再与碘化丙

啶!(C"染液在黑暗条件下于$[培育)#/-=#最后

用流式细胞仪对细胞周期进行分析(

1Q5!K,'BT=#?,:LK 检测 SX_[T1细胞的 ,-+

)./,?K78表达

按照"L:分组处理:$>后的 @8fAD"细胞用

EFCV+3试剂盒进行/F%&的提取#将M!;/F%&

反转录为?X%&#采用荧光定量(GF仪扩增检测相

关/F%& 的表达水平(L! /F%& 引物 7$M]D

EE&EY&GY&GYYY&&Y&GGED)]#F$M]DYGE

YY&EYY&&&Y&EE&GEGD)]*&S0L /F%&引

物 7$M]DYYE&&YYEGGY&EEGGE&GG&YYD)]#

F$M]DYYEYYEGGYGY&EY&EYEGD)]*Y&(X@

/F%& 引 物 7$M]DEYG&GG&GG&&GEYGE&&

YGD)]#F$M]DYYG&EYY&GEYEYYE&GEY&YD

)](反应条件 M̂[预变性M/-=#然后 M̂["#*#

!#[:M*#W: [ :#*#$M个循环(最W: [延伸

:/-=(目的基因的表达水平以0"$<E 作为内参#

采用:_&&G5
方法计算(

1QP! ,̀G=,A(FB>=检测SX_[T1细胞的细胞周期相

关蛋白!D/1
L#D1
和D/2

M#D1"+@7+L;V@和D64+8:M

信号通路蛋白表达

将@8fAD"细胞按"L:分组处理:$>后#利用

含有蛋白酶抑制剂的FC(&缓冲液裂解细胞并提取

W:M
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蛋白(将提取的蛋白采用8G&蛋白浓度测定试剂

盒测定蛋白浓度(取:#!;等量总蛋白上样#"##;)

'6X6D(&YK凝胶电泳之后利用半干法转移至醋

酸纤维素膜#然后再利用含有 MZ 脱脂奶粉的

E86E室温封闭">#细胞裂解液E86E)次M/-=

洗涤之后分别与不同的抗体$[孵育过夜#抗体包

括$H:"
G-H"
抗体!"a"###稀释"+H:W

c-H"
抗体!"a

"###稀释"+7%抗体!"a"M##稀释"+GEY7抗体

!"a:###"+磷酸化H)U9&(c !HDH)U9&(c"抗

体!"aM##"+H)U9&(c抗体!"aM##"+Y&(X@

抗体!"a)###"(孵育过后利用E86E洗膜)次*

然后用"a)###稀释的辣根过氧化物酶标记的二

抗室温孵育">#再利用E86E洗涤)次后进行曝

光显影#用凝胶成像仪测量各显色条带的灰度值#以

目的条带与 Y&(X@ 灰度值的比值为目的蛋白的

相对表达量(

1L2!统计学方法

所有数据以%Gb+表示(采用>检验或单因素

方差分析#$$#L#M为差异有统计学意义(

/!结果

/Q1!山奈酚对不同糖浓度下SX_[T1细胞增殖的

影响

9EE结果显示#山奈酚!"#+)#!/+3)'"对正

常糖浓度下 @8fAD"细胞增殖没有明显影响#Y3.

MLM//+3)'时各组细胞 &值差异无统计学意义

!$&#L#M#图"&"*高糖环境下促进 @8fAD"细胞

增殖#J组与4组!正常糖浓度"比较#差异有统计学

意义!$$#L#M"#使用山奈酚!"#+)#!/+3)'"处理

经高糖培养液培养的 @8fAD"#细胞增殖能力均受

到抑制!$$#L#M"#且以)#!/+3)'山奈酚更为明

显#见图"8(

/Q/!山奈酚对高糖培养的SX_[T1细胞周期以及

细胞周期相关蛋白的影响

见图:(与对照组相比#高糖处理 @8fAD"细

胞能够减少Y#)Y" 期细胞所占比例#增加6期细胞

所占比例#差异均有统计学意义!$$#L#M"#而对

Y:)9期细胞所占比例影响不大!$&#L#M"(山奈

酚!"#+)#!/+3)'"处理能够拮抗高糖引起的细胞

周期改变(进一步的I1*512=J3+5实验结果发现#

图1!山奈酚对正常糖浓度!8"和高糖!X"下SX_[T1细胞增殖的影

响

@#R1!;%,,<<,$=><W',?D<,A>B>(=%,DA>B#<,A'=#>(><A'=RB>?,A&B'A

?,G'(R#'B$,BBG$&B=&A,-&(-,A(>A?'BRB&$>G, !8#VB&5Q5

??>B!9"'(-%#R%RB&$>G,!X#VB&/5??>B!9"$>(-#=#>(

4$G+=52+3;2+.H#Y3.MLM //+3)'*J$Y3.D@ ;2+.H#Y3.

:M//+3)'*?$"#!/+3)'<41/H012+3T Y3.D@;2+.H*,$)#!/+3)

'<41/H012+3T Y3.D@;2+.H*"$$#L#M#""$$#L#"

图/!山奈酚对高糖培养的SX_[T1细胞周期!8"以及细胞周期相关蛋白表达!X"的影响

@#R/!.<<,$=><W',?D<,A>B>(=%,$,BB$E$B,!8"'(-$,BB$E$B,TA,B'=,-DA>=,#(G!X"><A'=RB>?,A&B'A?,G'(R#'B$,BB&(-,A%#R%RB&$>G,$>(-#=#>(

4#J#?4=,,,1=+515>1*4/14*0-;"*"$$#L#M

U:M
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与对照组相比#高糖处理的 @8fAD"细胞能够降低

细胞周期相关蛋白H:"
G-H"
以及H:W

c-H"
蛋白表达(山

奈酚!"#+)#!/+3)'"处理高糖培养的 @8fAD"细

胞后#能够使H:"
G-H"
以及H:W

c-H"
蛋白表达得到恢复#

且以)#!/+3)'山奈酚更为明显(

/Q6!山奈酚对高糖培养的 SX_[T1细胞中,- 和

)./, 基因和蛋白表达的影响

F143D5-/1(GF和 I1*512=J3+5检测结果显示

!图)"#与对照组相比#高糖处理 @8fAD"细胞能够

上调 L!+&S0L /F%& 和蛋白的表达水平!$

均$#N#M"(山奈酚!"#+)#!/+3)'"处理后能够拮

抗高糖引起的L!+&S0L /F%& 和蛋白表达改

变#且以)#!/+3)'山奈酚更为明显(

/Q3! 山奈酚对高糖培养的 SX_[T1 细胞 D64

+8:M信号通路的影响

I1*512=J3+5检测结果显示!图$"#与对照组相

比#高糖处理 @8fAD"细胞能够增加HDH)U9&(c

蛋白表达!$$#L#M"#对H)U9&(c蛋白表达影响

不大 !$&#L#M"(山奈酚!"#+)#!/+3)'"处理后

能拮抗高糖所致的HDH)U9&(c蛋白表达改变#且

图6!山奈酚对高糖培养的SX_[T1细胞中@7+L;V@基因!8"和蛋白!X"表达的影响

@#R6!;%,,<<,$=><W',?D<,A>B>(=%,?K78!8"'(-=%,DA>=,#(!X",CDA,GG#>(B,*,BG><@7#L;V@#(SX_[T1$,BB&(-,A%#R%RB&$>G,$>(-#=#>(

N,A,-,=,A?#(,-FEOK;T:LK'(- ,̀G=,A(FB>=

4#J#?4=,,,1=+515>1*4/14*0-;"*"$$#L#M#""$$#L#"#"""$$#L##"

图3!山奈酚对高糖培养的SX_[T1细胞D64+8:M信号通路的影响

@#R3!.<<,$=><W',?D<,A>B>(D64 +8:MG#R('B#(R#( SX_[T1

$,BB&(-,A%#R%RB&$>G,$>(-#=#>(

4#J#?4=,,,1=+515>1*4/14*0-;"*"$$#L#M#""$$

#N#"#"""$$#L##"

以)#!/+3)'山奈酚更为明显(

6!讨论

研究发现肾系膜细胞的异常增殖在糖尿病肾病

的早期肾脏肥大以及后期肾小球纤维化中起关键作

用(肾系膜细胞的增殖与糖尿病肾病病变相关的刺

激有关#而高糖是肾系膜细胞增殖很有效的刺激

物
.̂/(本研究高糖培养 @8fAD"细胞能够有效促

进细胞增殖#而山奈酚可以抑制由高糖培养引起的

细胞增殖(山奈酚是雌激素相关受体的反向激动

剂#且雌激素相关受体需要与(GYD""协同作用才

对细胞增殖有效#同时最新的研究表明(GYD""与

高糖培养下肾系膜细胞的增殖有关
.U#"#/#因此山奈

酚对高糖引起 @8fAD"细胞增殖的抑制可能是通

过作用于雌激素相关受体实现#需要进一步的研究

证实(

本研究发现高糖处理可以引起 @8fAD"细胞

:̂M
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周期在Y" 期阻滞#并且增加6期细胞比例#而山奈

酚处理可以增加高糖条件下 Y" 期细胞比例#同时

降低6期细胞比例(H:"
G-H"
和H:W

c-H"
蛋白属于G-H)

c-H蛋白家族#H:"
G-H"
和H:W

c-H"
对细胞的周期调控是

双向的#在高表达时#H:"
G-H"
和H:W

c-H"
抑制?Q?3-=)

?,<复合物的形成#从而阻止Y" 到6期的转变*在

低表达时#H:"
G-H"
和H:W

c-H"
可以促进?Q?3-=)?,<复

合物的形成#最终促使细胞通过 Y")6关卡进入

X%&合成期
.""/(有研究发现H:"

G-H"
以及H:W

c-H"
蛋

白与高糖引起的肾系膜细胞Y" 期阻滞有关
.":/(本

研究结果显示#山奈酚可以反转高糖对H:"
G-H"
以及

H:W
c-H"
蛋白表达水平的下调#从而阻止细胞进入

X%&合成期#减少细胞的增殖(结果提示山奈酚通

过抑制细胞周期进展从而抑制高糖引起的 @8fAD"

细胞增殖(

7%是肾细胞外基质的主要成分(它是一种比

较大的糖蛋白#在细胞黏附+移动+增殖等方面起着

极其重要的作用(7%的过度合成与肾小球基底膜

增厚以及细胞外基质聚集有关*有研究表明高糖可

以使7%在扩张的肾小球系膜基质表达上调
.")/(

GEY7能够诱导细胞外基质蛋白的合成#其在纤维

化组织中高表达#GEY7蛋白的高表达可以促进细

胞增殖和细胞外基质的合成以及积聚#从而参与纤

维化的发生发展
."$/(在高糖条件下#GEY7在肾脏

细胞的表达明显增加
.")/(本研究也同时发现高糖

可以诱导 @8fAD"细胞中的7%+GEY7的表达上

调#而高糖引起的这种上调可以被山奈酚所抑制(

因此这些结果提示山奈酚抑制高糖诱导的 @8fAD"

细胞增殖至少有一部分是通过抑制细胞外基质聚集

而起效果的(

很多研究发现#细胞 9&(c家族在糖尿病肾

病的发展中起到很重要的作用#这些蛋白激酶包括

细胞外信号调节激酶 "): !1O524?133.342*-;=43

21;.3451,<-=4*1"):#KFc"):"+H)U9&(c以及

氨基 末 端 激 酶 或 应 激 活 化 激 酶 !?Dh.= %@:D

512/-=43<-=4*1#h%c"."M "W/(H)U 9&(c 的活化

可以通过直接磷酸化糖原合成激酶!Y6cD)#"的G

末端而抑制其活性#进而导致#D?451=-=的蓄积和转

移#诱导下游靶基因的表达*而H)U9&(c的活化

与转化生长因子#" !524=*0+2/-=;;2+S5>04?5+2

#"#EY7D#""过表达有关."U/(研究发现."̂ :#/#糖尿

病大鼠的肾小球以及高糖培养肾系膜细胞的H)U

9&(c活性上升#而被激活的H)U9&(c能够上

调GEY7蛋白的表达#从而促进肾系膜细胞增殖以

及细胞基质的聚集#抑制H)U9&(c信号通路可以

拮抗高糖诱导的7%表达上调(本研究结果与前期

研究结果一致#山奈酚可以有效的抑制高糖引起的

大鼠肾系膜细胞中H)U9&(c蛋白的磷酸化#这些

结果提示山奈酚通过抑制H)U9&(c信号通路活

性从而拮抗高糖诱导的 @8fAD"细胞的增殖(由

于山奈酚是雌激素相关受体的反向激动剂#因此本

研究的结果提示#山奈酚可能通过抑制雌激素相关

受体的活性来抑制高糖诱导的大鼠肾系膜细胞H)U

9&(c信号通路#从而进一步影响与肾系膜细胞纤

维化相关因子的表达以及细胞的增殖#这些推论尚

需要进一步的实验验证(

综上所述#本研究首次发现山奈酚对高糖诱导

的@8fAD"细胞增殖起抑制作用#并通过分子生物

学实验初步证实其作用的分子机制可能是通过抑制

H)U9&(c信号通路#从而抑制 @8fAD"细胞的增

殖以及细胞外基质的聚集(但尚需进一步研究除

H)U9&(c以外的其他信号通路是否参与了其作

用机制#以及通过体内实验验证结果(
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