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Abstract
AIM: To study the effect of RNA interference 
(RNAi) on Slug gene mRNA expression and 
on radiosensitivity of the BxPC-3 cells line of 
pancreatic cancer.

METHODS: A Slug short hairpin RNA (shRNA) 
plasmid vector labeled with green fluorescent 
protein was contructed. siRNA-Slug and pGCL-
GFP-were transfected into BxPC-3 cells using 
Lipofectamine 2000 methods. Stable transfected 
clony was chosen through G418. BxPC-3 cells 
were divided into three groups: transfected 
siRNA-Slug, transfected pGCL-GFP and control 
group without transfection. BxPC-3 cells (three 
groups) were treated with 3Gy γ-ray. MTT as-
say was used to observe the inhibitory actions 
of γ-ray on BxPC-3 cells. The apoptotic rate of 

the cells were detected by flow cytometry. The 
expression of PUMA and Slug was detected by 
Western blot and RT-PCR. 

RESULTS: siRNA-Slug effectively inhibited 
Slug mRNA and protein expression, induced 
PUMA mRNA and protein expression (0.98 ± 
0.15 vs 0.32 ± 0.08, 1.03 ± 0.16 vs 0.38 ± 0.08, all P 
< 0.05), and inhibited the proliferation of BxPC-3 
cells (37.46% ± 9.63%, P < 0.05), and induced 
apoptosis (32.4% ± 9.5% vs 3.47% ± 0.18%, P < 
0.05). PUMA mRNA and protein expression was 
significantly up-regulated in siRNA-Slug cells 
treated with γ-ray (1.26 ± 0.18, 1.23 ± 0.18); apop-
tosis rate and inhibition rate were significantly 
increased compared with control groups (73.3% 
± 17.4%, 78.4% ± 18.5%).  

CONCLUSION: RNA interference (RNAi) on 
Slug gene enhances the radiosensitivity of the 
cell line BxPC-3 of pancreatic cancer via elimi-
nating puma gene expression. 

Key Words: Pancreatic cancer; P53-up regulated 
modulator of apoptosis; Slug gene; RNA interfer-
ence; Radiotherapy
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摘要
目的: 探讨siRNA干扰Slug基因表达对BxPC-3
细胞γ射线敏感性的影响.

方法: 制备携带有绿色荧光蛋白(GFP)报告
基因的siRNA-Slug质粒载体, 用脂质体转染
法将siRNA-Slug(实验组)、pGCL-GFP(阴性
对照)导入BxPC-3细胞(空白对照组), G418筛
选阳性细胞, 获得稳定转染的阳性克隆. 将转
染载体的BxPC-3阳性克隆细胞和未转染载体
的BxPC-3细胞采用60Co γ射线对其进行照射3 
Gy. RT-PCR和Western blot检测不同组细胞经
γ射线后的Slug、PUMA表达, MTT检测细胞
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■背景资料
放射可引起Slug
基因表达的增加,
而后者明显引起
PUMA表达的抑
制 .  P U M A 增 强
胰腺癌对放射的
敏感性. 因此, 干
扰Slug基因表达
后可解除Slug对
PUMA的抑制, 增
强肿瘤细胞对放
射的敏感性.

■同行评议者
魏经国, 教授, 中
国人民解放军第
四军大学唐都医
院放射科



生长抑制, 流式细胞仪(FCM)检测细胞凋亡.  

结果: 实验组细胞内Slug基因被有效沉默; 实验
组细胞内PUMA蛋白和PUMA mRNA的相对值
明显高于对照组(0.98±0.15 vs  0.32±0.08, 1.03
±0.16 vs  0.38±0.08, 均P<0.05). 实验组细胞生
长抑制率和凋亡率分别高于对照组(37.46%±

9.63% vs  2.13%±0.12%, 32.4%±9.5% vs  3.47%
±0.18%, 均P <0.05). 实验组细胞受到γ射线作
用后, PUMA mRNA和PUMA蛋白表达明显增
加, 分别为1.26±0.18和1.23±0.18, 生长抑制率
和凋亡率增加, 分别为78.4%±18.5%和73.3%
±17.4%, 与射线作用的对照组和阴性对照组
比, 差异均有统计学意义(均P<0.01). 

结论: s iRNA干扰Slug基因后, 解除Slug对
PUMA基因的抑制, 增强BxPC-3对γ射线的敏
感性. 

关键词: 胰腺癌; P53正向凋亡上调因子; Slug基因; 

RNA干扰; 放射治疗
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0  引言

放射是胰腺癌治疗的重要方法, 但胰腺癌最终

会对放射不敏感. 如何提高放射敏感性是胰腺

癌研究的一个重要课题. Slug是转录因子家族中

编码锌指蛋白的基因, 与肿瘤转移和血管生成

密切相关, 并在多数恶性肿瘤中过度表达[1-5]. Wu 
et al [6]研究报道, Slug显著抑制P53引起的PUMA
表达上调, 保护造血祖细胞免受γ-射线损伤. 由
于放射通过上调PUMA蛋白发挥促肿瘤细胞凋

亡作用的[7], 在Slug表达细胞, Slug可能抵抗放射

引发的PUMA上调. 因此, 干扰Slug基因表达后

可解除Slug对PUMA的抑制, 增强肿瘤细胞对放

射的敏感性. 本实验旨在研究转染靶向抑制Slug
表达质粒的胰腺癌BxPC-3细胞是否增强γ射线

照射的敏感性. 

1  材料和方法

1.1 材料 Western blot和RT-PCR试剂盒(TaKaRa), 
Lipofectamine 2000, pGCL-GFP(北京本元正阳基

因公司), Plasmid Maxi Kit(QIAGEN), XhoⅠ, Hpa
Ⅰ, T4 DNA连接酶(NEB公司); PUMA抗体(Cell 
Signaling), Slug多克隆抗体及G3PDH抗体(Santa 
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Cruz), MTT(Sigma), RPMI 1640培养基, 小牛血清

为Gibco公司产品. 其他为国产试剂. 胰腺癌细胞

株BxPC-3购自中科院上海细胞所, 细胞用含100 
mL/L胎牛血清的RPMR 1640培养基培养, 细胞

培养条件为37℃恒温, 饱和湿度和50 mL/L CO2, 
指数生长的细胞为实验对象. 
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的设计及载体插入片断的合成: 根
据GenBank中Slug的基因序列, 利用在线设计软

件, 按照RNA干扰序列设计原则, 设计三个以G
开始、GC含量在30%-50%的19 nt的核苷酸序

列作为siRNA靶点. 将选出的序列应用Blast在
EST数据库查询, 确认与其他基因无同源序列. 
根据上述序列合成55 nt的寡核苷酸链, 5'和3'端
分别引入XhoⅠ和HpaⅠ酶切位点, 5'端19 nt编
码siRNA正义链, 3'端19 nt与5'端19 nt反向重复, 
TTTTT为转录终止信号. 将下述序列退火, 然后

以12%非变性PAGE凝胶检测双链DNA片段. 具
体序列如下: 1: GCAAATGTACCCAATGATA; 
2 :  G C C C T C C T C A C A AT A G T C T;  3 : 
GACCAATGCAGTACCCAGA; DNA合成片

段: Slug-1sense: 5-TGCAAATGTACCCAATGA
TATTCAAGAGATATCATTGGGTACATTTGC
TTTTTTC-3; Slug-1 antisense: 5-TCGAGAAA
AAAGCAAATGTACCCAATGATATCTCTTG
AATATCATTGGGCATTTGCA-3; Slug-2sense: 
5-TGCCCTCCTCACAATAGTCTTTCAAGAG
AAGACTATTGTGAGGAGGGCTTTTTTC-3; 
Slug-2 antisense: 5-TCGAGAAAAAAGCCCTC
CTCACAATAGTCTTCTCTTGAAAGACTTGG
AGGAGGGCA-3; Slug-3 sense: 5-TGACCAAT
GCAGTACCCAGATTCAAGAGATCTGGGTA
CTGCATTGGTCTTTTTTC-3; Slug-3 antisense: 
5-TCGAGAAAAAAGACCAATGCAGTACCCA
GATCTCTTGAATCTGACTGCATTGGTCA-3.
1.2.2 VshRNA重组质粒载体的构建: 线性化

pGCL-GFP载体, 并与DNA合成片段连接, 转化

大肠杆菌感受态细胞. 将已知插入片段的载体

设为阳性对照以确定含有引物要钓的目的基因

的载体作为模板. 上游引物5'-GCCCCGGTTAA
TTTGCATAT-3', 下游引物5'-GTAATACGGTTAT
CCACGCG-3'. 连接入vshRNA片段的阳性克隆

PCR片段大小为352 bp, 没有连接入vshRNA片

段的空载体克隆PCR片段大小为299 bp. 扩增条

件: 94℃ 30 s; 94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 共
30个循环; 72℃ 6 min. 产物经15 g/L琼脂糖凝胶
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■研发前沿
放射是胰腺癌治
疗 的 重 要 方 法 ,   
如何提高放射敏
感性是胰腺癌研
究的一个重要课
题. 
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10 V/cm电泳, 紫外成像. 取PCR鉴定正确的重组

质粒菌液送Invitrogen公司ABI 3730型测序仪进

行测序. 测序引物为5'-CAAGGTCGGGCAGGA
AGAG-3'. 将测序鉴定正确的重组质粒菌液接种

于抗性(Amp)LB培养基中培养, 然后扩大培养

于抗性LB中. 利用QIAGEN Plasmid Maxi Kit抽
提质粒, 阳性克隆质粒经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
紫外线照相. 取PCR鉴定正确的重组质粒菌液送

Invitrogen公司ABI 3730型测序仪进行测序. 测
序引物为5'-CAAGGTCGGGCAGGAAGAG-3'.  
1 . 2 . 3  s h R N A 功 能 筛 选 :  人胰腺癌细胞株

BxPC-3常规培养, 待细胞长满培养瓶瓶底70%
时用2.5 g/L Trypsin-EDTA消化细胞传代. 按照

说明书方法将质粒转染BxPC-3细胞. 转染48 h
后细胞按1∶4传代, G418筛选稳转细胞, 流式

细胞仪检测转染效率. 将实验分为空白对照、

阴性对照、鉴定1、鉴定2、鉴定3, 共5组. 其
中空白对照是未转染质粒的B x P C-3, 阴性对

照是转染空质粒的BxPC-3. 接种48 h后, 待细

胞完全贴壁并呈指数生长时, 收集各组细胞行

RT-PCR和Western blot检测Slug基因的表达, 以
Slug抑制最明显的质粒作为以下的实验. 
1.2.4 BxPC-3细胞射线照射: 在室温条件下,将
BxPC-3三组细胞(对照组、阴性对照组和实验

组)以3 Gy γ射线照射, 之后继续孵箱中培养24 h
并行相应的检测.  
1.2.5 噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞生长抑制率: 
2.5 g/L胰蛋白酶消化单层经γ射线照射后已转染

病毒的细胞, 然后按照文献方法进行操作[8].  
1.2.6 流式细胞仪分析细胞凋亡率: 分别收取γ射

线照射后的三组细胞, 用pH7.4的0.01 mol/L PBS
洗涤后, 体积分数为700 mL/L冰乙醇4℃固定24 
h后, 然后按照文献方法检测细胞凋亡率[9]. 
1.2.7 Western blot检测PUMA及Slug蛋白表达: 
按照文献方法[10]提取细胞总蛋白进行Western 
blot检测. 
1.2.8 RT-PCR检测PUMA及Slug mRNA表达: 
按TRIzol试剂盒(Invitrogen公司)说明书操作

提取药物作用72 h的不同组细胞总R N A,取
1 μg RNA模按RT试剂盒(TaKaRa公司)说明书

反转录得到cDNA. 引物序列: S lug(241bp)R: 
5'-AGA TGCATA TTC GGA CCC ACA-3-3', 
F: 5'-CCTCAT GTT TGT GCA GGA GAG-3'. 
PUMA(285 bp): R: 5'-CCTCAT GTT TGT 
G C A G G A G A G-3', F: 5'-A C A G TA T C T 
TAC AGG CTG CC-3', G3PDH(500 bp): R: 

5'-TCCACCACCCTGT TGCTGTA-3'; F: 5'-AC
CACAGTCCATGCCATCAC-3'. 反应条件: 50℃ 
30 min; 94℃ 2 min, 94℃ 30 s, 55℃ 30 s; 72℃ 1 
min, 72℃延伸7 min, 28循环. 以上引物由赛百盛

公司合成. 取5 μL反应产物在含EB的15 g/L琼脂

糖凝胶上电泳, 用SYNGENE型凝胶成像系统照

相, 以目的基因条带和内参G3PDH条带扫描峰

下面积之比作为目的基因的相对表达量[11]. 实验

重复3次. 
1.2.9 RQ-PCR: 收集约2×106个细胞于1.5 mL的
EP管中, 用1×PBS洗涤1次, 总RNA提取、RNA
逆转录为cDNA步骤同第一部分. 在MJ DNA 
Engine OPTICONTM2荧光定量PCR仪检测Slug, 
GAPDH基因的表达. 按以下公式计算: 相对量 
= 2-△C(T), △C(T) = 目的基因C(T)-内参基因C(T). 
实验组: 对照组的相对量 = 2-△△C(T), △△C(T) = 
实验组△C(T)-对照组△.

统计学处理 采用SAS 9.0统计软件进行统

计学处理, 数据以mean±SD表示. 组间均数的

比较采用SNK-q检验或配对t检验, 检验水准α = 
0.05. 

2  结果

2.1 PAGE电泳检测双链DNA Oligo形成效率 第
3-5泳道均可见明显条带, 与双链对照条带在同

一水平, 滞后于单链对照条带, 在相当于单链对

照水平未见条带, 证明双链退火正确(图1). 
2.2 Hpa Ⅰ和Xho Ⅰ酶切线性化pGCL-GFP载体 
酶切后的载体质粒没有超螺旋形式, 全部为线

性化载体, 电泳证实酶切成功(图2). 
2.3 重组质粒载体PCR鉴定 仅加ddH2O的阴性对

照未见条带, 加入空载体的阴性对照可见条带, 
大小约为300 bp左右, 加入插入片段载体的阳

性对照和加入插入vshRNA片段的载体的鉴定

组可见条带, 大小约为350 bp左右, 略大于阴性

对照的条带. 结论: 编码vshRNA的双链DNA片

段已正确插入到pGCL-GFP质粒载体中(只显示

Slug-shRNA-1质粒, 其他无列出)(图3). 

1            2           3            4            5 

图  1  双链DNA Oligo电泳结果. 1: 单链对照(单链, 发卡结

构); 2: 双链对照(从上到下: 双链>90%, 线性单链<5%, 发卡

结构单链<5%); 3: Slug-1; 4: Slug-2; 5: Slug-3.

■相关报道
Wu et al最近发现, 
缺失Slug蛋白的
小鼠, 对γ-射线非
常敏感, 很快死于
造血祖细胞的耗
竭, 把PUMA基因
从缺失Slug的小
鼠中剔除后, 这些
小鼠就重新拥有
了对 γ -射线的抵
抗力, 他们体内的
造血系统也能恢
复正常工作.
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2.4 阳性克隆质粒抽提琼脂糖凝胶电泳图谱 1-4
泳道的条带在7 kb以下, 小于线性化质粒的7.5 
kb, 证明抽提出的质粒主要以超螺旋形式存在, 
质粒构建成功, 经测序, 序列完全正确(图4).
2.5 质粒转染BxPC-3的效率 流式细胞仪检测显

示各质粒转染组的转染率均>70%, 可以进行下

一步的功能筛选. 
2.6 RQ-PCR结果 对照组1、2、3 mRNA的表

达均有不同程度的抑制(抑制率分别为67.5%、

46.8%、47.9%), 其中以鉴定1的抑制最明显

(P <0.05, 图5).
2.7 Western blot结果 Western blot显示, 相对于

空白对照和阴性对照, 鉴定1、2、3蛋白的表

达均有不同程度的抑制(抑制率分别为48.8%、

18.9%、28.9%), 其中以鉴定1的抑制效果最明

显, 差异有统计学意义(P <0.05, 图6). 
2.8 MTT和FCM检测 与γ射线照射的对照组和

阴性对照组相比, 实验组(siRNA-Slug)细胞受到

γ射线照射后, 细胞的存活率明显降低(P <0.01), 
细胞凋亡率明显提高(P <0.01); 而对照组与相应

阴性对照组比无明显差异(P >0.05). 与非照射的

对照组和阴性对照组相比, 非照射的实验组细

胞存活率明显降低(P <0.05), 细胞凋亡率明显提

高(P <0.05, 表1). 
2.9 Slug和PUMA表达的检测 实验组细胞内Slug
蛋白和Slug mRNA表达明显降低, 而PUMA蛋白

和PUMA mRNA表达明显升高; 实验组细胞受到

γ射线照射后, PUMA蛋白和PUMA mRNA表达

升高更明显. 

3  讨论

胰腺癌具有隐匿性和高度侵袭性特点, 因此早

期即可发生转移, 而胰腺癌早期症状不典型, 确
诊时大多已处于晚期. 大多数患者是外科手术

不能治愈的, 3年生存率不足10%, 5年生存率低

于5%, 迄今为止, 胰腺癌仍然是临床治疗最为困

难的消化系恶性肿瘤之一[12-14]. 放射是胰腺癌治
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500 bp
250 bp

图   3   S l u g -
shRNA-1质粒PCR
鉴定. 1: 阴性对照

(ddH2O); 2: Marker; 

3: 阴性对照(空载组); 

4: 阳性对照(插入片

段组); 5: Slug-1-1 

6 :  S l u g-1-2 ;  7 : 

Slug-1-3.

0          1         2         3         4  

图  4  S lug-shRNA重组质粒抽提琼脂糖凝胶电泳. 0: 

Marker; 1: Slug-shRNA-1; 2: Slug-shRNA-2; 3: Slug-

shRNA-3; 4: 阳性对照质粒载体.
图  2  pGCL-GFP载体质粒电泳图. 1: Marker; 2: 没有酶切的

载体质粒; 3: 酶切线性化后的载体质粒.

7 kb
6 kb
5 kb
4 kb
3 kb
2 kb
1 kb

500 bp

250 bp

线性化载体
超螺旋载体

1        2        3

■应用要点
本研究显示Slug
干扰与放射治疗
结合, 提高胰腺癌
细胞的放射治疗
敏感性, 这为胰腺
癌的基因治疗与
放射治疗提供了
实验基础. 

     

表  1  不同组细胞基因表达及细胞抑制率、凋亡率的变化

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  对照组+放射.

分组                                抑制率(%)           凋亡率(%)
	                                                                                          Slug(相对值)	                     PUMA(相对值)

					             蛋白质	 mRNA	            蛋白质	       mRNA

对照组		    2.13±0.12        3.47±0.18        0.94±0.1         1.24±0.14         0.32±0.08         0.38±0.08

对照组+放射	 14.62±2.41      13.82±2.60        0.95±0.1         1.20±0.14	        0.53±0.09	  0.51±0.09

阴性对照		    2.43±0.17        2.50±0.22        0.94±0.1         1.24±0.13         0.30±0.08	  0.37±0.08

阴性对照+放射         15.80±2.65        14.3±3.12        0.93±0.1         1.23±0.14         0.57±0.09	  0.53±0.09

实验组		  37.46±9.63a       32.4±9.5a         0.16±0.01a      0.18±0.06a        0.98±0.15a       1.03±0.16a

实验组+放射	 78.40±18.50b     73.3±17.4b       0.17±0.05b      0.19±0.06b        1.23±0.18b       1.26±0.18b
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疗的重要方法, 但除放射的不良反应外, 胰腺癌

最终会对放射不敏感. 如何提高放射敏感性是

胰腺癌研究的一个重要课题. 
Slug是转录因子SNAIL家族中编码锌指蛋

白的基因, 一般在背部神经管表达, 参与神经胚

的形成和神经干的正常发育有关[15]. 
Wu et al [6]最近发现, 缺失Slug蛋白的小鼠, 

对γ-射线非常敏感, 很快死于造血祖细胞的耗

竭, 把PUMA基因从缺失Slug的小鼠中剔除后, 
这些小鼠就重新拥有了对γ-射线的抵抗力, 他们

体内的造血系统也能恢复正常工作. 进一步研

究证明, Slug保护γ-射线引起的细胞损伤是由于

Slug抑制P53引起的PUMA表达上调有关.  
由于放射治疗可通过上调PUMA促进细胞

凋亡, 因此, 在Slug高表达的细胞, Slug可对抗

PUMA的作用[16], 因此干扰Slug表达可增强放射

治疗效果. 由于大多数肿瘤细胞存在Slug过度上

调, 因此, 表达Slug的细胞可以对抗放射治疗引

起的PUMA上调, 降低细胞对放射治疗的敏感

性. RNA干扰(RNA interference, RNAi)技术由于

可以高效、特异地抑制目的基因的表达, 在肿

瘤靶向治疗中展示出了其不可比拟的优势, 具
有巨大的潜在应用价值[17-23].

基于上述理论, 我们利用干扰技术成功构建

了携带编码靶向Slug的小发夹状干扰RNA的三

种真核表达质粒. 其中编码1号序列的真核表达

质粒稳定转染人胰腺癌细胞株BxPC-3后产生的

小片段干扰RNA抑制Slug mRNA和蛋白表达最

显著, 该序列为有效序列. 
本研究通过干扰技术抑制Slug基因表达后, 

BxPC-3细胞内的PUMA蛋白和mRNA表达明显

升高, 细胞存活率下降, 细胞凋亡率明显提高, 
提示抑制SLUG可解除对PUMA的抑制作用, 发
挥PUMA的生长抑制作用. 实验还发现: 细胞经

过放射作用后, PUMA在不同细胞中表达增加, 
而在经过放射作用的实验组细胞, PUMA增加更

加明显, 与经过放射作用的对照组比有明显的

差异, 与此同时, 细胞生存率在经过放射作用的

实验组下降最明显. 所以, 干扰细胞内Slug表达

后, 可解除Slug对PUMA的抑制, 增加放射引起

的PUMA表达, 增加细胞对放射治疗的敏感性. 
本研究显示Slug干扰与放射治疗结合, 提高

胰腺癌细胞的放射治疗敏感性, 这为胰腺癌的

基因治疗与放射治疗提供了实验基础. 
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第二十一次全国中西医结合消化学术会议征文通知   

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2009-07-23/26在南宁市召开第二十一次全

国中西医结合消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为功能性胃肠病、炎症

性肠病和消化内镜新技术临床应用演示)新技术新理论继续教育学习班. 学习班招收对象: 中西医结合、

中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班者授予国家级1类继续教育学分; 大会论

文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容 

功能性胃肠病、炎症性肠病中西医结合基础与临床治疗研究; 幽门螺杆菌相关疾病的中西医结合基础与治疗

研究; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研究; 消化系肿瘤中西医结合诊疗; 脾

胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等疾病)的基础研究、临床研究与实

践等.

2      征稿要求 

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿

件传送, 截稿日期: 2009-06-30.

3      联系方式 

袁海锋, 朱永苹, 530011, 广西壮族自治区南宁市华东路10号广西中医学院瑞康医院, 电话: 0771-2188107; 

13597004049; 13077766271, 传真: 0771-2411156, rkxhnk@sina.com或czs.xiaohua@163.com 


