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目的
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采用人结肠腺癌细胞系!
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单细胞层模型观察促红
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"对叶酸跨膜转运的影响&方法
!

采用
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单层细胞模型#观察不同剂量
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"处理对叶酸在摄取与外排双向转运方面的影响&通过
1+$:5'9+8T/G

与
E+25+1%M:05

观

察
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处理对质子偶联的叶酸转运体!

3
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"'还原叶酸载体!
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"表达的影响&结果
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在剂量
".'

"

'&

(

9V

范围内可剂量依赖地增加叶酸在摄取方向的转运#增幅分别为
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&高剂量
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"对叶酸在外排方向的转运也具有促进作用#增幅为
+&.(@

#而中低剂量
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"对叶酸外排无明显作用&叶酸转运体
T/!B

'

G!/

及
*GT!

均受
7TL

影响而表达上调#并呈剂

量依赖和时间依赖关系&结论
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7TL

可上调叶酸的摄取并呈剂量依赖关系#高剂量
7TL

对叶酸的摄取与外排

具有双向促进作用&
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"是临

床上治疗肾性贫血的经典药物#其发挥作用的主要

机制是在骨髓内刺激造血细胞的分化成熟+

#

,

&自

!"

世纪
("

年代初
7TL

开始用于治疗肾性贫血以

来#其极大地改善了患者的预后情况和生存质量&

随着时间的推移#

7TL

治疗的个体差异性越发受到

关注&有文献指出#在某些患者体内铁'叶酸等造血

营养素的代谢水平是影响
7TL

疗效的重要因素之

一+

!*'

,

&鉴于这些造血营养素不能为人体自身合成

且只能由外源性食物供给#口服吸收便成为整个代

谢过程中的关键+

$
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&近年的研究发现#

7TL

具有调

控体内铁代谢的功能+

+*&

,

#它可直接促进铁的口服

吸收+

)

,

#但是叶酸的口服吸收是否也受到
7TL

调控

仍不得而知&

基于叶酸的吸收主要在肠道进行#涉及的转运

体包 括 还 原 叶 酸 载 体 !
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与
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负责将叶酸从肠腔摄取

转运至血浆#而
*GT!

则将叶酸从血浆外排回肠

腔+

$
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&动物实验显示体内
7TL

水平与叶酸吸收之

间存在联系&在先天叶酸吸收不良!
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"的小鼠模型中#其血清
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水平相对较高#提示
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增高可能与机体对

叶酸吸收不良的代偿有关+
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&内源性
7TL

多由肾

脏分泌#在
+

(

&

肾脏切除的小鼠模型中#动物肠道内

叶酸转运体
T/!B

与
G!/

均有下调#考虑可能因

7TL

分泌不足所致+
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,

&因此#我们提出假设#

7TL

对叶酸的肠道吸收具有一定调控作用#且可能与叶

酸转运体蛋白表达的变化有关&

人结肠腺癌细胞系!
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来源于人类结肠和直肠癌细胞#其

在形态学'标志酶的功能表达及渗透性等方面与小

肠上皮细胞相似&药物透过
/$-08!

细胞单层的体

外过程与药物口服后在肠中的吸收和代谢有良好的

相关性#因此
/$-08!

细胞成为研究药物吸收'转运

和代谢最经典的体外细胞模型之一+

#+
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&该细胞模

型在涉及叶酸吸收与
7TL

作用的研究中均有应

用+

)
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#&*#)
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#是体外研究
7TL

影响叶酸吸收的理想

工具&

综上所述#本实验拟采用
/$-08!

单层细胞模型

观察
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对叶酸肠道吸收的影响#以期对拓宽
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作用机制的认识'深化了解肾性贫血患者体内

的病理生理改变有所帮助&

材 料 和 方 法
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传代&

用于转运实验的细胞按
+.#"

$
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细胞中跨膜转运的影响

膜电阻大于
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! 的膜用于叶酸转运实验&
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处理
!

转运实验前
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小室内培养基#用
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"的无血清

培养基#对照组细胞
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侧与
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侧均替换成空白

无血清培养基#继续培养
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后用于后续实验&

叶酸转运试验
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转运$

RV

侧加入
&""

#

V

叶酸标品

!

3

F).$

"#

?T

侧加入
$""

#

V

空白
TR,

!

3

F&."

"&

B1$%2C+::

培养板置于
')[

'

&"1

(

9'%

的水浴恒温

振荡器中#在
'"

'

&"

'

("

'

#!"9'%

时分别取样
#""

#

V

待检#并补加相应空白
TR,

&

[ERA
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表达
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将
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细胞培养于
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孔板内#待
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汇
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7TL
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处理方式分
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#

"观

察
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作用的剂量依赖关系$
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作用的时间依赖关系$

7TL

处理剂量为
#&

(

9V

#处理时间为
$

'

!$

'

$%6

%

!

'

"观察生理剂量下
7TL
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#

#
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总
GI?

进行反转
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反应条件为$

(&[

预

变性
+9'%

#

(& [

变性
#9'%

#

+& [

退火
#9'%

#

)![

延伸
#9'%

#反应循环
'+

次&数据通过
*

D

>U

软件分析#引物信息如表
#

所示&

表
O

!

引物序列

8&5O

!

E2#1)2,)

Z

-)'()

J+%+

T1'9+12+

N

"+%-+

!

+Z8'Z

"

?9

3

:'-0%

2';+

T/!B

!

$

JJ/?B/BB/??/B/?/B/B?/

G

$

JJBJBB/?/BBBJ/B//B/

!"+

G!/

!

$

JJJJ/BJJB/BB//BB/BJ

G

$

/JB//J?J?/??BJ???JBJ?B

!!"

*GT8!

!

$

/B/?/BB/?J/J?J?//J

G

$

/B/?//?J//?JBB/?JJ

!%%

'

8?-5'%

!

$

B//BJBJJ/?B//?/J???/B

G

$

J??J/?BBBJ/JJBJJ?/J?B

'#$

!!

:),*)2'5="*

检测叶酸转运体蛋白表达
!

将

/$-08!

细胞培养于
&

孔板内#待
%"@

"

("@

汇合后

进行
7TL

处理&

7TL

处理方式同上&采用文献报

道方法提取膜蛋白+

#&

,

#经
R/?

法测定蛋白浓度后

进行
E+25+1%M:05

反应&

,A,8T?J7

!

#"@

"电泳上

样量为
$"

#

4

#转膜#

+@

脱脂牛奶于室温下封闭

!6

#加入
T/!B

一抗!

#1#"""

#美国
?M-$9

公司"'

G!/

一抗!

#1#"""

#美国
?M-$9

公司"'

*GT!

一抗

!

#1#"""

#美国
/,B

公司"#

$ [

过夜#经
TR,8

BC++%

!

".'@

"洗膜后孵育#加入相应二抗并使用

7/VTV&,

试剂盒显色!美国
J7 F+$:56-$1+

公

司"&杂交信号由
B

D3

600%!V?("""

扫描#条带密

度由
>9$

4

+U"$%5

软件分析#以
J?TAF

作为内

参#数据以目的蛋白(
J?TAF

比值表示&

统计分析
!

所有数据以
O

/

08

表示#重复
'

次以

上&两组数据间用差异用
)

检验分析#

J

#

"."+

为

差异有统计学意义#统计分析使用
,T,,##."

统计

软件&

)"
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年
#

月#

$#

!

#
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!

结
!!!

果

<E>

处理对叶酸转运的影响
!

低'中'高
'

个

剂量
7TL

!

".'

'

#

'

'&

(

9V

"处理
/$-08!

细胞后#对

该方向上双向转运的变化见图
#

&在
?T

'

RV

摄取

方向上#叶酸的转运量随时间呈非线性增长#

("9'%

后逐渐趋于饱和#

7TL

处理上调了叶酸在该方向的

转运并呈剂量依赖关系!图
#?

"&对照组及
7TL

处理低'中'高
'

个剂量组在
#!"9'%

时的累积转运

量分别为!

##).(0#+.%

"'!

#+$.)0%.$

"'!

#%(.(0

&.%

"和!

!+%."0).&

"

3

90:

#

7TL

处理后的增幅分别

为
'#.&@

'

&#.+@

和
#!".+@

#中'高剂量
7TL

处理

所致的差异有统计学意义!图
#R

"&在
RV

'

?T

外

排方向上#叶酸的转运量随时间呈线性增长#低'中

剂量
7TL

处理对该方向上的叶酸转运无明显影响#

而高剂量
7TL

处理可上调叶酸转运!图
#/

"&对照

组及
7TL

处理低'中'高
'

个剂量组在
#!"9'%

时

的累积转运量分别为!

%&.$0$.!

"'!

(&.!0#%.!

"'

!

#"$.'0!).(

"和!

#'+.&0!".+

"

3

90:

#

7TL

处理后

的增幅分别为
##.'@

'

!".)@

和
+&.(@

#仅高剂量

7TL

所致差异有统计学意义!图
#A

"&在
T$

33

方

面#各时间点计算所得的结果如表
!

所示&在
?T

'

RV

吸收方向上#

T$

33

值随时间变化逐渐减小#说

明叶酸转运体在此过程中有逐渐饱和的趋势#同时

T$

33

值也随
7TL

作用剂量的上升而逐渐增大#说

明
7TL

处理对叶酸在该方向转运具有促进作用%在

RV

'

?T

外排方向上#

T$

33

值随
7TL

作用剂量的

上升而逐渐增大#说明
7TL

处理对叶酸在该方向转

运同样具有一定促进作用&

图
O

!

<E>

处理对叶酸转运的影响

M#

3

O

!

<//)(*"/<E>"'*+)*2&',

4

"2*"//"=#(&(#!&(2",,A&("SI()==1"'"=&

.

)2,

!!

?

$

B'9+-0"12+1+

3

1+2+%5'%

4

56+?T

'

RV51$%2

3

0150==0:'-$-'#

%

R

$

?T

'

RV51$%2

3

015$90"%50==0:'-$-'#$5#!"9'%

%

/

$

B'9+-0"12+1+

3

1+2+%5'%

4

56+RV

'

?T51$%2

3

0150==0:'-$-'#

%

A

$

RV

'

?T51$%2

3

015$90"%50==0:'-$-'#$5#!"9'%.78D-0%510:

#

!

#

"

J

#

"."+

#

!

!

"

J

#

"."#.

表
I

!

各时间点叶酸转运的
E&

44

8&5I

!

E&

44

"/$E

'

DR"2DR

'

$E&*)&(+!),#

3

')!*#1)

4

"#'*

!

O

/

08

"

J10"

3

T$

33

!

#"

*&

-9

(

2

"

?T

'

RV RV

'

?T

'"9'% &"9'% ("9'% #!"9'% '"9'% &"9'% ("9'% #!"9'%

/0%510: +.+$0".$! '.&"0".'& !.)+0".$' !.")0".!) #.$(0".'+ #.$$0".#$ #.)#0".'! #.))0"."%

".'&

(

9V +.#$0".$% '.($0".#" '.'#0".#& !.)'0#.$# #.)#0".$+ #.%&0".%+ #.%!0".!) #.()0".')

#&

(

9V )."%0#."' +.'%0".$# $.'%0".$# '.')0".#! !.#'0".!% !.!!0".&' !.#%0".)# !.#'0".+)

'&

(

9V ).'&0".(( &.$'0".%# +.$'0".'! $.&$0".#' !.'&0".$+ !.$(0".!# !.+)0".$( !.))0".$#

!!

T$

33

$

?

33

$1+%5

3

+19+$M':'5

D

-0+=='-'+%52.

*#
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言君凯#等
.

促红细胞生成素!

7TL

"对叶酸在
/$-08!

细胞中跨膜转运的影响

!!

<E>

处理对叶酸转运体
1@C$

表达水平的影

响
!

观察
7TL

处理
/$-08!

细胞后#内叶酸转运体

T/!B

'

G!/

和
*GT!

在
9GI?

水平的变化!图

!

"&

7TL

处理上调了
T/!B

与
G!/

基因的表达#

呈现剂量依赖型!图
!?

"#但仅中'高剂量
7TL

所致

差异有统计学意义&

*GT!

基因表达仅在高剂量

7TL

处理时上调#低'中剂量
7TL

对
*GT!9GI?

水平无明显影响%在时间依赖性试验中发现#

T/!B

与
G!/9GI?

水平的变化均在
$%6

时出现#且差

异有统计学意义#

!$6

时出现的上调结果的差异未

见统计学意义!图
!R

"&

图
I

!

<E>

处理对叶酸转运体
1@C$

表达影响

M#

3

I

!

<//)(*,"/<E>"'*+)1@C$)T

4

2),,#"',"//"=&*)*2&',

4

"2*)2,

!!

?

$

7==+-520=7TL#02+0%56+9GI?+Q

3

1+22'0%20=T/!B

#

G!/$%#*GT!

%

R

$

7==+-520=7TL'%-"M$5'0%5'9+0%56+9GI?

+Q

3

1+22'0%20=T/!B$%#G!/.78D-0%510:

#

!

#

"

J

#

"."+

#

!

!

"

J

#

"."#.

!!

<E>

处理对叶酸转运体蛋白质表达水平的影

响
!

观察
7TL

处理
/$-08!

细胞后#叶酸转运体

T/!B

'

G!/

'

*GT!

蛋白质水平的变化!图
'

"&

7TL

处理可剂量依赖性地上调
T/!B

'

G!/

和

*GT!

蛋白质水平!图
'?

"#但仅中'高剂量
7TL

所

致差异有统计学意义%在时间依赖性试验中发现#

T/!B

'

G!/

和
*GT!

蛋白质水平均在
$%6

时出现

上调#且差异有统计学意义!图
'R

"&

图
H

!

<E>

处理对叶酸转运体蛋白表达影响

M#

3

H

!

<//)(*,"/<E>"'*+)

4

2"*)#')T

4

2),,#"',"//"=&*)*2&',

4

"2*)2,

!!

?

$

7==+-520=7TL#02+0%56+

3

105+'%+Q

3

1+22'0%20=*GT!

#

T/!B$%#G!/

%

R

$

7==+-520=7TL'%-"M$5'0%5'9+0%56+

3

105+'%

+Q

3

1+22'0%20=*GT!

#

T/!B$%#G!/.78D-0%510:

#

!

#

"

J

#

"."+.

!!

生理剂量下
<E>

长期作用对叶酸转运体表达

的影响
!

进一步观察生理剂量下
7TL

!

#"9&

(

9V

"长

期作用对叶酸转运体表达的影响!图
$

"&在
9GI?

水

平上!图
$?

"#

(&6

作用期间
7TL

处理组
T/!B

相对表

!#
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!

!"#$

年
#

月#

$#

!

#

"

!

达量!实线"及
G!/

相对表达量!虚线"与对照组的比值

为
%"@

"

#!"@

#差异无统计学意义%在蛋白质水平上

!图
$R

"#

7TL

处理组与对照组的
T/!B

'

G!/

表达在

+

'

#"

及
#+

天时差异均无统计学意义&

图
V

!

生理剂量%

OJ1]

(

1R

&下
<E>

长期作用对叶酸转运体表达的影响

M#

3

V

!

R"'

3

S*)21#1

4

&(*"/<E>&*

4

+

.

,#"="

3

#(&=!",)

%

OJ1]

(

1R

&

"'*+))T

4

2),,#"',"//"=&*)*2&',

4

"2*)2,

!!

?

$

B6+9GI?+Q

3

1+22'0%:+(+:0==0:$5+51$%2

3

015+12

%

R

$

B6+

3

105+'%+Q

3

1+22'0%:+(+:0==0:$5+51$%2

3

015+12.

讨
!!!

论

叶酸'铁等微量营养素是造血过程中不可或缺

的原料&近年来研究指出#

7TL

除了在骨髓内直接

刺激造血细胞分化外#还具有调节铁吸收的作用#而

叶酸的吸收是否也受
7TL

调控尚不明确&

/$-08!

细胞模型是体外研究营养素吸收的经典模型#因此

本实验拟以
/$-08!

细胞为模型观察
7TL

对叶酸吸

收和转运的影响&

在转运实验中#我们采用
?T

侧
3

F&."

'

RV

侧

3

F).$

的转运环境#是考虑到人体中肠道
3

F

(

&

#而

血液
3

F

(

).$

的实际情况&参考文献选择
7TL

的

使用剂量+

)

,

#低'中'高剂量分别为
".'

'

#

和
'&

(

9V

#

与临床上治疗肾性贫血的实际用量相当&从结果中

我们发现#叶酸在摄取方向和外排方向的转运均受

7TL

影响&在摄取方向上!

?T

'

RV

"#

7TL

处理对叶

酸转运具有促进作用并呈剂量依赖关系%在外排方向

上!

RV

'

?T

"#中低剂量
7TL

对叶酸转运虽无显著影

响#但高剂量
7TL

处理对叶酸外排同样具有促进作

用&因此#我们推测
7TL

纠正贫血的机制可能与其

促进叶酸吸收'保证造血原料充足'优化造血环境有

关%同时#高剂量
7TL

对叶酸转运的双向调控作用可

能与
7TL

疗法的个体差异性有关&

肠道内负责叶酸转运的转运蛋白主要包括

T/!B

'

G!/

和
*GT!

#其中
T/!B

与
G!/

负责将

叶酸从肠道
?T

侧转运至
RV

侧!摄取"#而
*GT!

则负责将叶酸从
RV

侧转运至
?T

侧!外排"&我们

在转运体表达的检测中发现#药理剂量下
7TL

!

".'

'

#

'

'&

(

9V

"处理
$%6

即可引起上述转运体表

达的变化&其中#

T/!B

'

G!/

表达在
7TL

作用下

剂量依赖上调#与转运实验中叶酸在摄取方向的变

化一致&值得注意的是#中剂量
7TL

!

#&

(

9V

"处

理与高剂量
7TL

!

'&

(

9V

"处理引起的
T/!B

'

G!/

表达的变化十分接近#但在转运实验中两者引起的

变化 程 度 却 有 较 大 差 异#说 明 高 剂 量
7TL

!

'&

(

9V

"影响下叶酸摄取的改变可能还有转运体

表达之外的机制参与&

*GT!

表达同样在
7TL

作

用下呈剂量依赖上调#但仅高剂量
7TL

!

'&

(

9V

"

引起叶酸在外排方向的改变#这可能与叶酸外排还

有其他转运体参与介导有关&此外#我们发现转运

体表达的变化在
9GI?

水平与蛋白水平并不完全

一致#说明
7TL

的调控方式可能同时包括转录调控

与翻译调控&

机体在非贫血状态下
7TL

水平含量极低#血中

含量约
#"9&

(

9V

#但在低氧应激中可上升
#"""

倍#达到
#"&

(

9V

+

#(*!"

,

&生理剂量下
7TL

是否与

药理剂量下
7TL

具有相似功能还值得探讨&本研

"#
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促红细胞生成素!

7TL

"对叶酸在
/$-08!

细胞中跨膜转运的影响

究结果发现#生理剂量下
7TL

!

#"9&

(

9V

"长期作

用
#+

天#

/$-08!

细胞内叶酸转运体
T/!B

'

G!/

的

表达无显著变化&这一现象提示
7TL

在肠道细胞

上的作用可能是机体在低氧胁迫下的应激反应#即

通过促进造血原料的吸收'优化造血环境来刺激造

血'改善低氧#而在正常情况下该作用处于静息

状态&

综上所述#本研究采用体外培养
/$-08!

单层细

胞#发现了
7TL

对叶酸肠道吸收的促进作用#以及

高剂量
7TL

对叶酸转运的双向调控作用#对拓宽

7TL

作用机制的认识#深化了解肾性贫血患者体内

病理生理的改变具有一定帮助&
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