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同型半胱氨酸在大鼠血管平滑肌细胞上通过激活犈犚犓１／２信号通路促
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　　［摘要］　目的　观察同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）对大鼠血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）

血管紧张素Ⅱ受体１（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ１，ＡＴ１Ｒ）蛋白表达的影响。方法　从大鼠胸主动脉分离、培养ＶＳＭＣｓ，并

用平滑肌特异性肌纤蛋白（αＳＭＡ）进行免疫荧光鉴定；用１０、１００和３００μｍｏｌ／Ｌ３个不同浓度的 Ｈｃｙ孵育ＶＳＭＣｓ，或在加入

Ｈｃｙ的同时加入５μｍｏｌ／Ｌ的ＥＲＫ１／２通路阻断剂Ｕ０１２６，４８ｈ后用免疫印迹法检测磷酸化的ＥＲＫ１／２及ＡＴ１Ｒ的蛋白表达。

结果　经鉴定，成功分离、培养ＶＳＭＣｓ。１０、１００和３００μｍｏｌ／Ｌ３个不同浓度的 Ｈｃｙ均可上调ＶＳＭＣ的 ＡＴ１Ｒ蛋白表达量

（与溶剂对照组比较，犘＜０．０５）。但３个浓度的 Ｈｃｙ组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。１０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈｃｙ可增加ＶＳＭＣ的

ＥＲＫ１／２磷酸化（犘＜０．０５），激活ＥＲＫ１／２信号通路。ＥＲＫ１／２通路抑制剂Ｕ０１２６可完全阻断Ｈｃｙ导致的ＥＲＫ１／２磷酸化，并

取消 Ｈｃｙ导致的ＡＴ１Ｒ上调。结论　Ｈｃｙ可通过激活ＥＲＫ１／２信号通路促进大鼠ＶＳＭＣＡＴ１Ｒ的表达，这一结果可能有助

于揭示高 Ｈｃｙ血症与高血压的内在联系。

　　［关键词］　高血压；同型半胱氨酸；血管平滑肌细胞；ＥＲＫ１／２；血管紧张素Ⅱ受体１
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第９期．姜　衡，等．同型半胱氨酸在大鼠血管平滑肌细胞上通过激活ＥＲＫ１／２信号通路促进血管紧张素Ⅱ受体１表达 ·９６９　　 ·

ＡＴ１ＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｎｇＥＲＫ１／２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｒａｔＶＳＭＣｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｈｅｌｐｔｏｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎＨｃｙａｎｄｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ；ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ；ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；ＥＲＫ１／２ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ１

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（９）：９６８９７３］

　　血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）是高血压发病过程的核

心效应分子，对心血管系统有着广泛的生物学作用，

可导致血管收缩、血压上升等，同时还能诱导内皮损

伤和血管重构［１］。血管紧张素Ⅱ受体１（ＡＴ１Ｒ）主

要分布于血管平滑肌细胞、内皮细胞等心血管系统

细胞，介导了大部分ＡｎｇⅡ对心血管细胞、组织的有

害作用［１２］。同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）是

体内蛋氨酸代谢途径中的一个中间产物。１９９５年的

一项大规模前瞻性临床试验研究表明，Ｈｃｙ代谢异

常导致的高Ｈｃｙ血症是动脉粥样硬化和冠心病的独

立危险因子［３］。高Ｈｃｙ参与了冠心病及卒中的发生

发展［４６］。１９９７年，ＳｕｔｔｏｎＴｙｒｒｅｌｌ等
［７］发现高 Ｈｃｙ

是高血压患者预后的独立危险因子，该结论得到随

后的多项临床实验结果［８１２］的支持。Ｌｕ等
［１３］亦在

中国人群中证实了高Ｈｃｙ是高血压患者预后的独立

危险因子。

针对高Ｈｃｙ与高血压的内在关系，近年来国际

上已有部分研究。Ｒｏｄｒｉｇｏ等
［１４］的研究结果提示，

高Ｈｃｙ可提高内皮细胞内的氧化应激、炎症因子，损

伤内皮。而Ｔｓａｉ等
［１５１６］的研究则显示 Ｈｃｙ可促进

血管平滑肌细胞 （ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，

ＶＳＭＣ）的增殖。此外，Ｈｃｙ可增强 ＶＳＭＣ内的钙

离子释放，从而改变血管的收缩舒张活性［１７］；改变

ＶＳＭＣ内ＤＮＡ的甲基化水平
［１８］；通过 ＭＡＰＫ通路

刺激ＶＳＭＣ增殖
［１９］等。但是，作为高血压发病环节

中最重要的因素之一，ＡｎｇⅡＡＴ１Ｒ这一核心环节

在Ｈｃｙ与高血压的关系的研究中极少被关注。本研

究通过观察Ｈｃｙ在ＶＳＭＣ上对ＡＴ１Ｒ表达的影响，

探讨Ｈｃｙ导致ＶＳＭＣ功能异常的分子机制，从而为

深入了解高Ｈｃｙ血症与高血压的内在关系提供新的

理论依据。

１　材料和方法

１．１　试剂及动物　细胞培养级 Ｈｃｙ（美国Ｓｉｇｍａ公

司）；α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α

ＳＭＡ）抗体、ＡＴ１Ｒ抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；磷

酸化ＥＲＫ１／２抗体、总ＥＲＫ１／２抗体（美国ＣＳＴ公

司）；Ａｌｅｘａ４８８荧光标记二抗、高糖ＤＭＥＭ 细胞培

养基、胎牛血清（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＥＲＫ１／２化

学抑制剂Ｕ０１２６、Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定试剂盒（江

苏海门碧云天生物技术公司）；ＲＩＰＡ细胞裂解液、蛋

白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂及免疫印迹ＥＣＬ超敏发

光液（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司）；ＰＶＤＦ膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

公司）；四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、二巯基乙醇（美国

ＡＭＲＥＳＣＯ公司），其他试剂均为国产分析纯。２～３

周龄雄性ＳＤ大鼠［上海中科院动物中心提供，许可

证号：ＳＣＸＫ（沪）２００３０００４，ＳＰＦ级］，体质量５０～

８０ｇ。

１．２　原代大鼠 ＶＳＭＣ的分离、培养及鉴定　主要

采用贴块法培养。用１０％的水合氯醛麻醉幼年大

鼠，打开胸腔，呈俯卧位，剪开右心房，放血后从胸腔

上方开始分离出胸主动脉，长约２～３ｃｍ。在超净工

作台里，用已消毒的眼科剪纵向剪开，摊平后再剪成

长约３ｍｍ的小段，并将内皮侧覆盖在培养皿底部。

晾干 １５ ｍｉｎ 后，加入含 １０％ 胎牛血清的高糖

ＤＭＥＭ培养液。静置于含５％二氧化碳的细胞培养

箱内培养。５～７ｄ后，可见贴块周围有 ＶＳＭＣｓ爬

出。去除贴块，胰酶消化后，按细胞密度１×１０５ 个／

ｍＬ传代培养。

大鼠ＶＳＭＣ的鉴定采用αＳＭＡ细胞免疫荧光

染色，阳性者即为 ＶＳＭＣ。传代时，将 ＶＳＭＣ以较

稀的密度（约３×１０４ 个／ｍＬ）铺在含有无菌盖玻片

的６孔板内，加入ＤＭＥＭ 培养基。待其生长３６ｈ

后，取出盖玻片，用４％多聚甲醛固定细胞，然后用

０．１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化细胞，５％牛血清白蛋白

封闭１ｈ后，用ａｎｔｉαＳＭＡ在室温孵育２ｈ，ＰＢＳ洗

涤３次，加入Ａｌｅｘａ４８８标记的二抗，ＰＢＳ洗涤３次，

中性树脂封片，随后在荧光显微镜下观察、拍片。

１．３　Ｈｃｙ和 Ｕ０１２６给药处理　将 Ｈｃｙ溶于ＰＢＳ

（ｐＨ值７．４）制备成母液，置于－２０℃保存。待大鼠

平滑肌细胞生长到４０％～５０％融合度时，加入 Ｈｃｙ，

使其终浓度分别为１０、１００和３００μｍｏｌ／Ｌ。在使用信

号通路化学抑制剂实验中，则在加入Ｈｃｙ的同时加入

Ｕ０１２６，终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ。给药后继续培养４８ｈ。
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１．４　蛋白质印迹法检测ＡＴ１Ｒ蛋白表达　给药后

细胞在培养箱中培养４８ｈ后，去除培养液，用冰ＰＢＳ

冲洗３次。随后加入含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制

剂的裂解液，孵育２ｍｉｎ，裂解细胞，收集裂解液。在

４℃下以１４０００×犵离心１０ｍｉｎ，取上清，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ

法测定蛋白浓度。在细胞蛋白样品中加入同体积的

免疫印迹上样缓冲液，煮沸１５ｍｉｎ。自然冷却后，以

１４０００×犵离心１０ｍｉｎ。取含有蛋白总量约３０μｇ

的样品，用１０％浓度的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋

白质。然后采用湿转法转膜，ＰＶＤＦ膜，恒压１００Ｖ，

持续１ｈ。使用１０％脱脂牛奶封闭２ｈ后，分别用兔

源的ＡＴ１Ｒ多克隆抗体及鼠源的αＴｕｂｕｌｉｎ单克隆

抗体孵育。ＰＢＳ洗脱３次后，再用辣根过氧化物酶

偶联的羊抗兔、羊抗鼠的二抗分别孵育。最后用超

敏ＥＣＬ显色液显影。采用ＩｍａｇｅＪ软件进行条带光

密度分析，以ＡＴ１Ｒ与αＴｕｂｕｌｉｎ的比值作为ＡＴ１Ｒ

蛋白表达量的相对值。

１．５　蛋白质印迹法检测磷酸化ＥＲＫ１／２　基本过

程同１．４项，先对磷酸化ＥＲＫ１／２进行抗体孵育及

显影，再用免疫印迹抗体洗脱液在摇床上洗脱掉一

抗及二抗后，重新对总ＥＲＫ１／２进行抗体孵育及显

影。以磷酸化ＥＲＫ１／２与总 ＥＲＫ１／２的比值作为

ＥＲＫ１／２信号通路激活的相对值。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

分析。数据以珔狓±狊表示，组间比较用单因素方差分

析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　原代大鼠ＶＳＭＣ的培养及鉴定　在倒置显微

镜下观察，约第４～５天时见 ＶＳＭＣ开始从组织块

边缘长出。ＶＳＭＣ细胞呈长梭形或椭圆形，平铺状

生长。当细胞传代后，生长速度较为迅速，长满瓶底

后，相邻细胞可融合成片，或多层重叠生长，有谷、峰

状交替。如图１所示，对细胞爬片行αＳＭＡ免疫荧

光染色，显示９５％以上为阳性细胞，在荧光显微镜下

可见明显的肌丝状结构。

２．２　Ｈｃｙ促进大鼠ＶＳＭＣＡＴ１Ｒ蛋白表达　结果

（图２）显示，和溶剂对照组相比，３个不同浓度的

Ｈｃｙ处理ＶＳＭＣ后均可提高ＡＴ１Ｒ的蛋白表达量，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。３个不同浓度的

Ｈｃｙ对ＡＴ１Ｒ的蛋白表达上调幅度之间差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。因此，在以下的分子机制实验

中，我们均采用１０μｍｏｌ／Ｌ作为Ｈｃｙ处理ＶＳＭＣ的

浓度。

图１　α犛犕犃免疫荧光染色鉴定原代大鼠犞犛犕犆

犉犻犵１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犪狋狆狉犻犿犪狉狔狏犪狊犮狌犾犪狉狊犿狅狅狋犺

犿狌狊犮犾犲犮犲犾犾狊（犞犛犕犆）犫狔α犛犕犃犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲

αＳＭＡ：αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ

图２　３种不同浓度的犎犮狔在大鼠犞犛犕犆上

对犃犜１犚蛋白表达的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犎犮狔

（１０，１００犪狀犱３００μ犿狅犾／犔）狅狀犃犜１犚狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀狉犪狋狏犪狊犮狌犾犪狉狊犿狅狅狋犺犿狌狊犮犾犲犮犲犾犾狊（犞犛犕犆）

Ｈｃｙ：Ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ；ＡＴ１Ｒ：Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ

１．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．狀＝６，珔狓±狊

２．３　Ｈｃｙ激活大鼠 ＶＳＭＣＥＲＫ１／２信号通路　结

果（图３）显示，用１０μｍｏｌ／Ｌ的Ｈｃｙ处理ＶＳＭＣ，可

升高ｐＥＲＫ１／２与ｔＥＲＫ１／２的比值，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），提示 Ｈｃｙ在大鼠ＶＳＭＣ上可激活

ＥＲＫ１／２信号通路。
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２．４　阻断 ＥＲＫ１／２通路的激活可取消 Ｈｃｙ对

ＡＴ１Ｒ的上调作用　结果（图４）显示，和空白对照

组相比，实验组＋不干预治疗组（Ｈｃｙ单独给药组）

的ＥＲＫ１／２磷酸化程度增强。当用５μｍｏｌ／Ｌ的

ＥＲＫ１／２信号通路抑制剂 Ｕ０１２６加入处理后，可以

看到实验组＋干预治疗组（Ｈｃｙ＋Ｕ０１２６组）的

ＥＲＫ１／２激活作用被取消。而且，此时实验组＋干

预治疗组中，Ｈｃｙ对ＡＴ１Ｒ的上调作用也被 Ｕ０１２６

所取消。这些结果提示ＥＲＫ１／２信号通路的激活为

Ｈｃｙ对ＡＴ１Ｒ的上调作用所必需。

图３　犎犮狔（１０μ犿狅犾／犔）在大鼠犞犛犕犆上

激活犈犚犓１／２信号通路

犉犻犵３　犎狅犿狅犮狔狊狋犲犻狀犲（犎犮狔，１０μ犿狅犾／犔）犪犮狋犻狏犪狋犲犱犈犚犓１／２

狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犻狀狉犪狋狏犪狊犮狌犾犪狉狊犿狅狅狋犺犿狌狊犮犾犲犮犲犾犾狊（犞犛犕犆）

图４　阻断犈犚犓１／２通路的激活可取消犎犮狔对

犃犜１犚的上调作用

犉犻犵４　犝０１２６犫犾狅犮犽犲犱犎犮狔犻狀犱狌犮犲犱犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀狅犳

犈犚犓１／２狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犪狀犱狌狆狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳

犃犜１犚犻狀狉犪狋狏犪狊犮狌犾犪狉狊犿狅狅狋犺犿狌狊犮犾犲犮犲犾犾狊

ＨＣＹ：Ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ；ＡＴ１Ｒ：ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｔｙｐｅ１．犘＜

０．０５ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．△犘＜０．０５ｖｓＨｃｙａｌｏｎｅ．狀＝６，珔狓±狊

３　讨　论

过度激活的肾素血管紧张素醛固酮系统是产

生高血压的关键原因之一［２０］。在正常生理状态下，

ＡｎｇⅡ通过激动 ＡＴ１Ｒ发挥收缩血管、升高血压的

作用。但是，在高血压患者体内，无论是血液中［２０］还

是局部组织中［２１］，都存在着过度升高的ＡｎｇⅡ。过

高的ＡｎｇⅡ长期刺激 ＡＴ１Ｒ，导致血压过度升高及

诸多有害作用，包括血管内皮舒张功能损伤、血管中

层 ＶＳＭＣ异常增殖重构、心肌细胞肥大／失代偿

等［２０］。基于这些病理生理过程开发而来的 ＡｎｇⅡ

转化酶抑制剂和ＡＴ１Ｒ拮抗剂也成为目前临床治疗

高血压的最重要药物之一。在本研究中，我们发现

了 Ｈｃｙ可以上调体外培养的 ＶＳＭＣ上的 ＡＴ１Ｒ蛋

白表达量；而不同浓度 Ｈｃｙ组没有组间差异。根据

我们的实验结果，我们推测可能 Ｈｃｙ在非常低剂量

下就通过激活ＥＲＫ１／２明显上调 ＡＴ１Ｒ，此时 Ｈｃｙ

已达到最大药理效应，即所谓的平台期，即使加入更

多的 Ｈｃｙ也不能进一步增加 ＡＴ１Ｒ的表达。这一

在细胞层面上的结果对于高血压有一定的提示作

用。部分高血压患者同时合并有高 Ｈｃｙ血症。那

么，此时患者血中的高 Ｈｃｙ对于ＡＴ１Ｒ的上调作用

可能会进一步增强 ＡｎｇⅡ对 ＶＳＭＣ的损害作用。

这一恶性循环的产生，对于ＶＳＭＣ的功能无疑是有

害的。这一推论仍需在整体动物乃至临床研究中进

一步验证。

ＥＲＫ１／２信号通路是最早发现的丝裂原活化的

蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号转导途径，主要参与各种生

长因子、细胞因子、丝裂原以及激素受体活化后的信

号转导。在微血管内皮细胞上，Ｍｏｓｈａｌ等
［２２］发现

Ｈｃｙ可激活ＥＲＫ１／２来增加基质金属蛋白酶９的表

达。此外，Ｌｕｏ等
［２３］在小鼠上发现 Ｈｃｙ可通过激活

ＥＲＫ１／２来促进 ＶＳＭＣ的增殖和迁移。在该过程

中，伴有明显的氧化应激水平（超氧阴离子及丙二

醛）的增加［２３］。罗格列酮则通过抑制ＥＲＫ１／２信号

通路的激活来减弱 ＮＦκＢ及肿瘤坏死因子 ＴＮＦα

导致的细胞损伤［２４］。而在ＰＣ１２神经元细胞株上，

Ｈｃｙ也可以通过激活ＥＲＫ１／２导致明显的神经毒

性［２５］。在本研究中，我们发现了 Ｈｃｙ在 ＶＳＭＣ上

确实可以激活ＥＲＫ１／２信号通路的磷酸化，这一结

果与文献报道［２２２３］一致。而当我们用Ｕ０１２６阻断了

ＥＲＫ１／２的激活后，Ｈｃｙ上调 ＡＴ１Ｒ的作用亦被取

消。这一结果说明，Ｈｃｙ是通过激活ＥＲＫ１／２信号

通路来促进ＡＴ１Ｒ的蛋白表达的。
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ＡＴ１Ｒ不仅参与高血压的发病过程，还在动脉

粥样硬化、血管硬化、心肌细胞功能损伤等诸多心血

管疾病中扮演重要角色。本研究发现，在ＶＳＭＣ上

Ｈｃｙ可上调ＡＴ１Ｒ的表达。那么，在心血管其他细

胞如心肌细胞、肾小球细胞足细胞等这些重要细胞

上，Ｈｃｙ是否也具有类似的上调 ＡＴ１Ｒ的作用呢？

Ｈｃｙ导致的ＡＴ１Ｒ的上调对于高血压的转归究竟有

多大作用？这些值得关注的问题都有待在离体细胞

及整体动物实验上进一步证明。

综上所述，本文在体外培养的大鼠 ＶＳＭＣ上，

首次发现了 Ｈｃｙ可通过激活ＥＲＫ１／２信号通路来

上调ＡＴ１Ｒ的蛋白表达。这一结果有助于揭示高

Ｈｃｙ血症与高血压的内在联系，并为伴有高 Ｈｃｙ血

症的心血管疾病提供新的治疗理论依据。

４　利益冲突
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５９：３９５４１２．
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ｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ａｎｎｕ Ｒｅｖ
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《防化医学》已出版

　　《防化医学》由张黎明，赵　杰主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ：９７８７５４８１０４３５３，定价：３９．８０元。

该书共分１４章，约４３万字，全面系统地介绍了化学武器损伤的医学防护知识，重点内容包括化学武器和化学战剂的特

点、分类，各类化学战剂的理化性质、中毒机制和诊治措施，化学侦察的消毒和防护，以及化学战条件下的防化卫勤保障的特

点。简要介绍了生物化学战剂的概念，几种重要生物毒素中毒的防护，以及海洋生物毒素和海洋生物伤的防治。结合军队平

时的非战争军事行动，还介绍了突发化学事件医学应急处置方面的知识。

该书可作为军队医学院校教材和部队医务人员继续教育用书，也可供相关人员参考阅读。

该书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。
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