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Abstract
AIM: To construct a prokaryotic expression 
plasmid of human soluble tumor necrosis factor 
receptor 1 (sTNFR1) gene, induce the expression 
of sTNFR1-maltose binding protein (MBP) 
fusion protein and investigate the bioactivity of 
expression products.

METHODS: The total RNA was extracted from 
HeLa cells and used as a template to amplify 
human sTNFR1 gene by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). The PCR 
products were cloned into T vector and sub-
cloned into plasmid pMAL-c2x, a prokaryotic 
expression plasmid. The recombinant plasmid 
was transferred into Escherichia Coli JM109 and 
induced by isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
(IPTG) to express fusion protein sTNFR1-MBP. 
sTNFR1-MBP was purified by amylose resin 

affinity chromatography and identified by se-
quencing and Western blot analysis. The bioac-
tivity of sTNFR1-MBP was estimated by MTT 
assay. 

RESULTS: A 558-bp fragment of human sTN-
FR1 gene had been amplified by RT-PCR and 
successfully cloned into vector pMAL-c2x as 
recombinant vector pMAL-c2x-sTNFR1, which 
was confirmed by DNA sequencing. sTNFR1-
MBP was produced in Escherichia Coli with 
pMAL-c2x-sTNFR1 after IPTG inducement, and 
SDS-PAGE showed an extra protein band which 
was 66 kDa in size. The bioactivity of sTNFR1 
was identified by Western blot. MTT assay re-
vealed that sTNFR1 effectively blocked the TNF-
α-mediated cytotoxicity on QSG7701 cells. The 
cytotoxicity was strengthened with the increase 
of sTNFR1 recombinant protein concentration 
(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L), and the rates of cell 
death were 69.98% ± 1.52%, 60.05% ± 2.18%, 
46.27% ± 2.48%, 37.02% ± 3.17%, 1.83% ± 0.59% 
and 1.71% ± 0.61%. 

CONCLUSION: The fusion protein sTNFR1-
MBP with high bioactivity is obtained success-
fully, which lays a foundation for further study.
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摘要
目的: 构建人可溶性肿瘤坏死因子受体1基因
的原核表达质粒, 诱导sTNFR1-MBP融合蛋白
表达, 观察表达产物的生物学活性.   

方法: 以HeLa细胞的总RNA为模板, 用RT-
PCR方法扩增sTNFR1全编码区基因片段, 构
建含有目的片段的T载体克隆及原核表达
载体pMAL-c2x重组质粒亚克隆, 经异丙基

®

■背景资料
T N F-α是体内重
要的免疫调节因
子和炎症介质, 其
过度表达在肝功
能衰竭的发生发
展的病理过程中
发挥着重要作用.  
T N F-α的可溶性
受体1(sTNFR1)可
中和T N F的毒性
作用. 本研究以此
为目标, 希望对肝
功能衰竭的治疗
做出贡献. 
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-β-D半乳糖苷酶(IPTG)诱导重组质粒菌表达
sTNFR1, 以淀粉树脂亲和层析法纯化重组蛋
白, 并对重组蛋白进行序列分析和Western blot
鉴定. MTT法测定重组蛋白的生物学活性的
测定.  

结果: 经DNA序列分析和Western blot鉴定, 成
功构建了人sTNFR1重组质粒基因工程菌; 在
IPTG的诱导下, 重组质粒菌能表达sTNFR1-
MBP融合蛋白, SDS-PAGE显示在66 kDa处
有一特异性表达条带; 纯化的sTNFR1-MBP
融合蛋白经Western blot证实具有生物学活
性; 生物活性实验(MTT法)显示可有效地封闭
TNF-α对QSG7701的细胞毒性作用, 随着重
组蛋白浓度的增高(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L), 对
TNF-α细胞毒效应的抑制作用增强, 细胞死
亡率依次为69.98%±1.52%, 60.05%±2.18%, 
46.27%±2.48%, 37.02%±3.17%, 1.83%±

0.59%, 1.71%±0.61%. 

结 论 :  成 功 获 得 了 具 有 生 物 学 活 性 的 人
sTNFR1-MBP融合蛋白, 为进一步研究奠定了
基础. 

关键词: 人可溶性肿瘤病坏死因子受体1; 原核表

达; 免疫印迹; 细胞毒性作用; 

傅蕾, 彭仕芳, 谭德明, 刘洪波. 人可溶性肿瘤坏死因子

受 体 1 基 因 原 核 表 达 及 活 性 鉴 定 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  

2007;15(13):1494-1499

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1494.asp

0  引言

肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)
是体内重要的免疫调节因子和炎症介质, 他的

生物学作用通过受体介导. 体内TNF-α的过度

表达在肝功能衰竭的发生发展的病理过程中

发挥着重要作用 [1-4],  而T N F-α的可溶性受体

1(sTNFR1)可中和TNF的毒性作用[5]. 为有效减

低或拮抗TNF-α的毒性作用从而治疗肝功能衰

竭, 本文拟构建sTNFR1的原核表达载体, 并在大

肠杆菌中表达, 研究其蛋白产物的生物学活性, 
为临床上治疗肝功能衰竭奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 QSG7701人非致瘤性肝细胞株由中南

大学湘雅医学院病理教研室所赠, JM109由我

室保存, pGEM-T载体购自Promega公司, 表达载

体pMAL-c2x购自NEB公司. TaqDNA聚合酶、

T4DNA连接酶、SalⅠ, Eco RⅠ购自TaKaRa公司, 

MMLV逆转录酶和IPTG购自Promega公司, DNA
凝胶纯化试剂盒购自QIAGEN公司, 淀粉树脂

购自NEB公司, 麦芽糖、二甲基亚砜(DMSO)、
噻唑蓝(MTT)购自Sigma公司, TNF-α、兔抗

人sTNFR1多克隆抗体购自PEPROTECH公司, 
Western blot检测试剂盒购自博士德公司, TRIzol 
Reagent RNA分离液、DMEM(高糖)、新生牛血

清购自美国Gibco BRL公司产品, 放线菌素-D购

自北京夏斯生物公司. 
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR扩增sTNFR1目的片段 PCR引物参

照人sTNFR1 cDNA全序列[6]设计, 由上海博亚公

司合成. 上游引物: 5'-GAATCCATGGATAGTG
TGTGTCCCC-3'; 下游引物: 5'-GTCGACGGAT
CCTCAAATGATCAGGGGCAAC-3'. 自HeLa细
胞中提取总RNA作为逆转录模板, 采用RT-PCR
方法扩增sTNFR1基因. 逆转录反应条件参照

MMLV逆转酶说明书进行, 逆转录产生的cDNA
经PCR扩增获得558 bp大小的目的片段. PCR反
应体系为: cDNA 2 μL, TaqDNA聚合酶0.5 U, 10
×Buffer(Mg2+)5 μL, 10 mmol/L dNTP3 4 μL, 引
物各25 pmol, 加双蒸水至总体积50 μL. PCR条
件: 95℃ 5 min预变性, 94℃ 40 s变性, 55℃ 40 s
退火, 72℃ 1 min延伸, 32个循环后, 72℃延伸 
15 min. 
1.2.2 构建原核表达质粒 PCR产物纯化后, 首先

应用T载体克隆, 然后从重组的“T”质粒DNA
中, 应用SalⅠ, Eco RⅠ双酶切出sTNFR1基因片

段, 与用相同酶切后的pMAL-c2x质粒DNA连接

重组, 转入感受态细菌JM109, 挑取阳性克隆, 接
种于含有100 mg/L氨苄青霉素的LB培养过夜

生长, 提取质粒, SalⅠ和Eco RⅠ双酶切分析, 双
酶切鉴定的阳性克隆送上海博亚公司进行测序 
证实. 
1.2.3 重组蛋白的诱导表达及条件优化 挑选经

测序验证的阳性克隆菌放入含有100 mg/L氨苄

青霉素的LB培养基中振荡培养. 用异丙基β-D-
半乳糖苷酶(IPTG)诱导重组蛋白的表达, 参照

文献[5]找出重组蛋白最佳的表达条件: 26℃, 
0.06 mmol/L IPTG, 200 r/min. 将转化菌在含有

100 mg/L氨苄青霉素的LB中过夜生长, 次日以 
1∶100接种于含100 mg/L氨苄青霉素的LB 37℃
振荡生长至吸光度值A 600 = 0.5, 加IPTG至0.06 
mmol/L. 26℃继续振荡6 h, 离心收集诱导后的菌

体, 超声裂解细菌, 经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析表达的重组蛋白.

■名词解释
1 原发性损伤: 指
机体在致病因子
对肝细胞造成的
直接病理损伤, 肝
脏出现大量单核
巨噬细胞浸润, 肝
内枯否细胞活跃, 
局部TNF-α产生
过量. 
2 继发性损伤: 指
在原发性病理损
伤 基 础 上 ,  由 于
肝脏屏障功能受
损, 肠道来源的内
毒素容易通过肝
脏形成肠源性内
毒素血症, 刺激机
体单核-吞噬细胞
系统分泌大量的
TNF-α, 形成第二
次打击, 造成肝细
胞大面积坏死. 
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1.2.4 重组蛋白的纯化 取200-500 mL含有100 
mg/L氨苄青霉素的LB培养基增菌后, 在最佳

表达条件下诱导表达, 收集菌体超声破碎细菌, 
5000 g离心30 min, 收集上清. 将上清以1∶4比
例稀释上淀粉树脂层析柱, 并用10 mmol/L麦芽

糖洗脱融合蛋白. 将所得纯化蛋白SDS-PAGE 
分析. 
1.2.5 Western blot检测重组蛋白 全菌体裂解液经

SDS-PAGE分离后, 转移到PVDF膜上(同时有空

菌和空质粒作为对照), 4℃转移电泳70 min, 100 
V恒压. 转膜完毕经丽春红染色可见有目的蛋白

条带, TBS洗涤2次, 用含50 g/L脱脂奶粉的TBST 
37℃封闭1 h, PVDF膜与兔抗人sTNFR1多克隆

抗体(浓度0.1 mg/L)温育2 h, TBST洗涤5 min×3
后, 与HRP标记的羊抗兔IgG(1∶3000)室温孵育

1 h, TBS洗涤10 min×3, 0.1 mL/cm2量加ECL发
光试剂, 暗室内曝光X光胶片, 常规方法显影、

定影.  
1.2.6 重组蛋白的生物学活性的测定(MTT法) 以
QSG7701为靶细胞, 检测sTNFR1对TNF-α细胞

毒效应的抑制作用. 调整细胞浓度为1×108/L, 
取96孔板每孔加入100 µL细胞悬液, 置37℃, 
50 mL/L CO2及饱和湿度条件的培养箱孵育过

夜; 第2天预先将不同浓度的重组蛋白sTNFR1-
MBP(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L)与10 µg/L的TNF-α
于4℃作用2 h, 待细胞贴壁后吸出培养上清, 加
入100 µL不同浓度的sTNFR1-MBP与TNF-α的
混合物, 每组设6个复孔, 并设QSG7701细胞对

照组(QSG7701细胞加放线菌素D和TNF-α)和
空白孔(只加DMEM); 每孔加入终浓度为1 mg/L
放线菌素D; 将培养板放入CO2培养箱, 在37℃, 
50 mL/L CO2及饱和湿度条件下, 培养24 h; 每
孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 继续培养4 h; 终
止培养, 小心吸弃孔内培养上清液, 每孔加入

150 μL DMSO, 振荡10 min; 在酶标仪上选择595 
nm波长, 以空白孔调零, 测定各孔吸光值(A值). 
STNFR1抑制TNF-α对QSG7701细胞毒性的百分

率按下列公式计算: STNFR1(%) = [(实验组A值-
对照组A值)/对照组A值]×100%.

2  结果

2.1 sTNFR1基因片段纯化和pMAL-c2x-sTNFR1
重组表达质粒的构建 从HeLa细胞的mRNA中

通过RT-PCR成功地扩增了558 bp大小的基因片

段, 通过基因重组技术得到阳性克隆, 并经酶切

分析和DNA测序(98-123为上游引物5'-GAATC-'-GAATC--GAATC-

CATGGATAGTGTGTGTCCCC-3'; 626-656'; 626-656; 626-656
为下游引物: 5'-GTCGACGGATCCTCAAAT-'-GTCGACGGATCCTCAAAT--GTCGACGGATCCTCAAAT-
G AT C A G G G G C A A C-3 ' )证实获得了含有' )证实获得了含有)证实获得了含有

sTNFR1基因片段的人重组pMAL-c2x-sTNFR1克 
隆(图1-2).
2.2 重组蛋白的表达与纯化 将重组基因工程菌

经IPTG诱导后对全菌裂解液进行SDS-PAGE分
析, 在相对分子量的为66 kDa处出现对照菌没有

的一条粗蛋白带, 与sTNFR-1融合蛋白分子量一

致(图3). 经IPTG诱导的重组基因工程菌, 超声波

裂解后用淀粉树脂亲和层析法分离纯化, 得到

了高纯度的重组融合蛋白(图4).
2.3 Western blot检测重组蛋白 将转移到PVDF膜
上的sTNFR1重组蛋白与兔抗人sTNFR1多克隆

抗体反应后, 与酶标记的羊抗兔IgG反应后, ECL
显色, 曝光. 胶片上可见一条带, 而对照菌JM109
及pMAL-c2x/JM109均未见显色反应(图5). 
2.4 重组蛋白的生物学活性的测定 结果表明随

着重组蛋白浓度的增高(0.2, 2, 20, 40, 80 mg/L), 
对TNF-α细胞毒效应的抑制作用增强(细胞死

亡率依次为69.98%±1.52%, 60.05%±2.18%, 
46.27%±2.48%, 37.02%±3.17%, 1.83%±

0.59%, 1.71%±0.61%), 当浓度为40 mg/L几乎可

完全阻断TNF-α的细胞毒性作用(图6).

3  讨论

大量研究表明, TNF-α在肝功能衰竭的发生发

展的病理过程中发挥着重要作用 [1-4].  目前认

为, 肝功能衰竭的机制主要包括原发性损伤和

继发性损伤, 即“二次打击学说”[7-9]. TNF-α生
物学功能是通过与细胞表面膜受体(TNFR1和
TNFR2)的结合来实现的, 可溶性TNFR(sTNFR)
为膜受体胞外区在酶的作用下从细胞膜上解离

下来, 游离在血液中, 仍可与TNF-α结合, 但无

法介导TNF-α的信号传导, 从而拮抗TNF-α的

图  1  pMAL-c2x-sTNFR1
克隆的酶切鉴定. 1: DNA

标准分子量(λ-EcoT14); 2: 

酶切后;  3: 酶切前. 
7743 bp
6223 bp

     Lane     1        2        3         ■同行评价
本研究通过基因
工程技术获得了
人sTNFR1-MBP
融合蛋白, 并验证
了其活性, 为肝衰
竭防治的基础性
研究, 结果有一定
科学理论价值及
临床应用前景, 同
时反映了我国在
该领域的基础研
究进展,有一定可
读性和创新性. 
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生理作用[5]. 有研究发现在暴发性肝衰竭(FHF)
中, TNF-α诱导的肝细胞坏死主要是通过TNFR1
介导的[10-11]. 从慢性轻度肝炎至肝功能衰竭, 血
浆sTNFR1水平随TNF-α水平升高而升高, 但
sTNFR1水平相对于TNF-α水平不足, 从而使更

多的TNF-α能够与肝细胞mTNFR1结合而促进

肝损伤[12]. 尽管sTNFR1属内源性物质, 但从体液

中直接提取sTNFR1的量有限, 难以满足临床治

 Lane   1                 2                3

图  5  Western blot鉴定重组蛋白. 1: JM109(空菌); 2: 

pMAL-c2x/JM109诱导后; 3: pMAL-c2x-sTNFR1/JM109诱

导后.   

    Lane      1         2          3         4          5           6         

97 kDa 

66 kDa

43 kDa

31 kDa

20 kDa
14 kDa

图  3  sTNFR1重组体体外表达结果鉴定. 1: 蛋白质Marker; 

2: pMAL-c2x/JM109诱导后; 3: pMAL-c2x/JM109诱导

前; 4: pMAL-c2x-sTNFR1/JM109诱导后; 5: pMAL-c2x-

sTNFR1/JM109诱导前; 6: JM109(空菌).  

    CTG  TCG  ATG  AAGC CC  TGA  AAG  ACGCGC AG AC  T A  A T  T CG  A GC T C G  A A C A A C  A A  CA   ACA   A  T A   AC A   A T  A A  C A A  C  A AC C  T C GG G  A  T CG  AGG G   A AGG  A  T  T  T C A G  A A   T  TC  A T  GG  A T  A G  T G T G T G   TC C C C A  AG G

               10                 20                 30                  40                  50                  60                  70                   80                  90                  100            110               120

  G AAAAT A T A TCCA CCC TC AAAA TA A T TCG  AT TTGCT G TAC CAAGTG CCAC AAAGGAACC TAC  TTGTAC AATG ACTGTCCAGGC C CGGGGCAGG ATAC GGACTGC  AGGG AGTGTG AGAGCGGCT

     130       140        150        160       170        180        190        200        210       220        230        240    250               

  CCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACACT GCCTCAGCTGC TCCAAA TGCCGAAAGG AAATGGG TCAGG TGG AGAT CTCTTCTTGCACAGTGGACCGGG  ACACCGTGTG TGGCTGCAGG  AA G  A

   250      260         270      280         290       300       310        320       330       340       350        360       370

  ACCAGTACCGGCAT TATTGGAGTGAAAACCTTTTCCAGTGCTT CAAT TGCAGC CTCTGC CTCAATGGGAC CG  TGCACCTCTCCTGCCAGGAGAAACAGAACACCG TG TG CACCTG CCA TGCAGG  T

                  380       390        400        410      420        430       440       450        460        470        480      490     500

图  2  pMAL-c2x-sTNFR1克隆的测序鉴定.
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图  6  sTNFR1-MBP对TNF-α细胞毒效应的抑制作用.
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图  4  MBP-sTNFR1重组蛋白纯化后. 1: 蛋白质Marker; 2-5: 

纯化后的sTNFR1-MBP重组蛋白; 6: pMAL-c2x-sTNFR1/

JM109诱导后; 7: JM109(空菌).  
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疗的需要, 利用基因工程的方法生产sTNFR1有
深远的研究和应用价值. 

TNF-α受体广泛于正常细胞膜表面, 也存

在于多种肿瘤细胞膜表面, 如HeLa细胞等[6]. 本
研究从人HeLa细胞提取总RNA, 根据人sTNFR1
的全编码区基因c D N A序列自行设计并合成

sTNFR1两条引物, 通过RT-PCR获得了的558 bp
大小的目的片段sTNFR1全编码的基因, 构建了

重组质粒pMAL-c2x-sTNFR1亚克隆, 经酶切及

和核苷酸测序, 证实获得pMAL-c2x-sTNFR1重
组基因工程菌, 将测序因子与Loetscher et al [6]报

告的序列比较, 结果完全一致, 无移码突变, 且
sTNFR1序列正确地插入到了MBP序列之后保

证了sTNFR1蛋白部分的正确表达. 
本实验采取的pMAL-c2x是在大肠杆菌中克

隆的融合蛋白表达载体. 其含有大肠杆菌malE
基因, 编码麦芽糖蛋白(MBP). 在malE和LaZα之

间含有多克隆位点. 克隆的基因插入malE下游, 
通过强启动分子tac和malE翻译的起始信号产生

克隆基因的高效表达. 由于其核蛋白与上游的

原核蛋白MBP融合, 起到了有效的保护作用, 且
可通过淀粉树脂亲和层析法纯化MBP融合蛋白. 
经IPTG诱导, 目的基因在大肠杆菌JM109中表

达, 经SDS-PAGE蛋白电泳检测诱导情况, 发现

诱导的含pMAL-c2x空载体的JM109菌在43 kDa
位置有一蛋白带. 这是空载体产生的MBP蛋白

带[13]. 诱导的含重组质粒的JM109在66 kDa处出

现一蛋白带, 而JM109宿主菌、未诱导pMAL-
c2x质粒载体转化的JM109和未诱导的重组质粒

转化JM109菌均无此带. 证明此蛋白的出现是由

带有sTNFR1基因片段的重组表达质粒表达的

融合蛋白质, 该蛋白的分子量大小与目的融合

蛋白预计的分子量一致. 经Western blot鉴定, 该
蛋白能与sTNFR1特异性抗体起反应, 而空菌和

空质粒都无反应, 证实该蛋白具有sTNFR1的免

疫活性. 因此证明本研究已成功的通过基因工

程技术表达了MBP-sTNFR1融合蛋白. 经淀粉

树脂亲和层析法纯化, 进一步得到了高纯度的

sTNFR1-MBP. 
表达产物生物学活性的测定主要是根据

sTNFR1在体外与TNF-α结合后, 可阻断TNF-α
的生物学活性如抑制T N F - α的细胞毒性作

用而设计的 .  实验选用了非致瘤性人肝细胞

QSG7701细胞系. TNF-α对QSG7701细胞毒性作

用的最终结果是靶细胞的死亡, 所以可以用检

测细胞毒力的方法进行, 如MTT法、3H-TdR掺

入法、三磷酸腺苷发光法等. 目前MTT比色法

已广泛用于检测细胞的增殖或某些细胞毒性试

剂所介导的细胞死亡, 具有操作简便, 快速、结

果可靠、重复性好、灵敏度高, 无放射性污染

等特点, 可用于少于3000个细胞的研究[14]. 本研

究MTT法用TNF-α敏感的QSG7701细胞进行细

胞学活性测定表明, 随着重组蛋白浓度的增高, 
对TNF-α细胞毒效应的抑制作用增强 , 当浓度

为40 µg/mL几乎可完全阻断TNFα的细胞毒性作

用. 此结果与文献报道的一致[15-16]. 这为sTNFR1
下一步的实验研究打下了基础.
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中国中西医结合第十九次全国消化病学术会议最后通知

本刊讯 由中国中西医结合学会消化专业委员会主办、河北医科大学第二医院承办的中国中西医结合第十九

次消化学术会议, 定于2007-07-27/29日将在河北省石家庄市中山宾馆召开. 2007-27全天报道, 2007-28/29日为

大会专题报告与学术交流. 大会将邀请多位国内外知名专家作专题学术报告, 并进行学术论文交流. 参加会议

的正式代表将授予国家I类继续教育学分7分[2007-3-3-027(国)]. 参加会议的每位代表收取会务费700元(包括餐

费和资料费等)欢迎广大从事中西医结合基础与临床工作者、消化内、外科、胃肠、肝胆科、消化内镜的医

务人员以及研究生等踊跃投稿积极参加. 现将本次学术会议征文的有关事项通知如下.  

1    征文内容

(1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肠、肝、胆、胰等中西医结合诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢

性肝炎(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)

中西医结合对脾胃学说与脾虚证研究进展; (5)当前消化疾病的最新诊断与治疗技术的临床应用与进展.  

2    征文要求

论文应具有科学性、先进性、实用性和真实性. 文字表达准确、精练、通顺. 大会论文摘要800-1000字左右, 

具有目的、方法、结果、结论. 来稿最好以Email形式发送; 或以A4纸5号字打印并附软盘或光盘一份, 寄送

至下列单位: (1)哈尔滨市南岗区学府路45号解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化疾病专业委

员会)邮编: 150080  收件人: 李春雷  贾云  电话: 0451-57752440或86632450  传真: 0451-86603878; Email: czs.

xiaohua@163.com或211zyke@163.com; (2)石家庄市和平西路215号河北医科大学第二医院消化内科 蒋树林 孙

玉凤副教授, 邮政编码: 050000, 联系电话: 0311-87222301; 87222951; Email: zxyjhxh@yahoo.com.cn(特别提醒: 

此为新注册信箱, 原信箱因故不可使用), 截稿日期2007-06-30. 

来稿请注明“中西医结合消化会征文”字样, 并用楷体写清楚作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码、

便捷联系电话和E-mail信箱.  欢迎采用Word格式E-mail投稿.  入选论文将编入《中国中西医结合消化学术会

议论文汇编》. 优秀论文将推荐至《中国中西医结合消化杂志》《世界华人消化杂志》等杂志.


