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Trib3基因在大鼠睾丸组织不同发育时期的表达研究

（1.内蒙古医科大学 医学神经生物学实验室，内蒙古 呼和浩特 010059；

2.柳州市中医医院 检验科，广西 柳州 545001；3.内蒙古医科大学附属医院 甲乳外科，内蒙古 呼和浩特 010050）

【摘 要】目的 研究Trib3基因在大鼠睾丸组织不同发育时期的表达。方法 用RT-PCR、Western Blot、免疫组化

等方法分别观察Trib3基因在大鼠精子生成过程中的表达情况。结果 mRNA表达量在野生型大鼠出生后2 ~12 d较

高，4 d达到高峰；14 ~16日龄与2~12日龄间差异无统计学意义（P >0.05）；20 ~35日龄与14~16日龄比较，表达量显著降低，

差异有统计学意义（P <0.05）；40 ~ 65日龄与20 ~ 35日龄比较，表达量显著升高，差异有统计学意义（P <0.05）。Trib3

蛋白在 2 ~ 12 日龄呈现较高表达；14 ~ 16 日龄与 2 ~ 12 日龄比较，表达量显著降低，差异有统计学意义（P <0.05）；

20 ~ 35日龄与14 ~ 16日龄间Trib3表达量差异无统计学意义（P >0.05）；40 ~ 65日龄与20 ~ 35日龄比较，表达量显著升高

（P <0.05）。免疫组化结果可见Trib3主要表达于睾丸精原干细胞胞质部分及部分睾丸间质。结论 Trib3基因可能参与

了大鼠精原干细胞的增殖过程。
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【Abstract】Objective To study the expression of Trib3 gene in rat testis at different periods. Methods The expression of

Trib3 gene in rat spermatogenesis was observed by RT-PCR,Western Blot and immunohistochemistry. ResultsmRNA expres-

sion in wild type rats was higher from 2 to 12 days after birth, and reached its peak on 4 days. There was no significant difference

between 14~16 days of age and 2~12 days of age (P ＞0.05); The expression was significantly decreased at 20~35 days of age

compared with 14-16 days of age (P＜0.05); The expression level was significantly increased at 40~65 days of age compared

with 20~35 days of age (P＜ 0.05). Trib3 protein was highly expressed at 2~12 days of age. The expression level was significant-

ly decreased at 14-16 days of age compared with 2~12 days of age (P＜0.05); There was no significant difference in Trib3 ex-

pression between 20~35 days of age and 14~16 days of age (P ＞ 0.05); The expression level was significantly increased at 40~

65 days of age compared with 20~35 days of age (P＜0.05). Immunohistochemical results showed that Trib3 was mainly ex-

pressed in the cytoplasmic part of spermatogonial stem cells and some interstitium of testis. Conclusions Trib3 gene may be in-

volved in the proliferation of spermatogonial stem cells.
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靶基因

Trib3

GAPDH

序 列（5′→3′）

F: GTCGATTTGTCTTCAGCAACTG

R: CTGAGTATCTCTGGTCCCACAT

F: GGTTGTCTCCTGTGACTTCAAC

R: AGCCATATTCATTGTCATACCAG

表1 Trib3的引物序列
Tab. 1 Primer Sequences of Trib3

不孕不育给人们带来了极大的精神困扰。全球

有10% ~ 15%的夫妇患有不孕症，精子活动率在40

岁时明显下降，据统计男性不育的发病率约占所有

不孕夫妇的50%[1，2]。

本实验室研究发现大鼠出生后的第8日是精原

干细胞（spermatogonial stem cells，SSCs）发育的关键

时期，通过全基因组表达谱芯片技术发现Trib3基

因在10日龄大鼠睾丸组织中的转录水平比8日龄

上调20.3倍，经Real Time-qPCR验证，两者结果基

本一致。这提示我们Trib3是增殖与生长期表达差

异比较显著的基因之一。免疫荧光染色共表达分

析结果显示Trib3是通过CDH1阳性的精原干细胞

表达于大鼠睾丸组织中的。我们推测该基因的表

达可能与SSCs的功能相关[3]。

Trib3是哺乳动物伪激酶Tribbles家族的成员。

在全身多种器官中Trib3均有表达，与肿瘤疾病的

发生及预后关系密切，可作为肿瘤疾病预后的标志

物，并可参与调控糖尿病及其并发症诱发的器质性

病变，在未折叠蛋白反应 （unfolded protein re-

sponse，UPR）5中，Trib3作为一个重要的应激相关

基因起关键作用，在细胞增殖、黏附及凋亡等生物

学过程中发挥着广泛的性能[4~6]。

1 材料与方法

1.1 实验动物及样本采集

将育龄Wistar雌雄大鼠按自然交配的原则同

笼，记录幼鼠出生具体的时间。出生当日为1日龄

（第1天），编号饲养。将出生后2、4、6、8、10、12、

14、15、16、20、25、29、30、31、35、40、45、50、55、60、

65日龄的野生型雄性大鼠用脊椎脱臼法处死，每个

日龄取3只窝别不同的野生大鼠睾丸组织作为实验

材料。Wistar大鼠均购于内蒙古大学动物中心。以

上实验动物均于SPF级环境中饲养。

1.2 主要试剂

SYBR Prelnix Ex TaqTM 试剂盒购于大连宝生

物公司；蛋白提取及定量试剂盒分别购于凯基生物

公司和博士德生物公司；Western Blot 实验使用碧云

天试剂盒（P0012A）；引物由上海生物工程公司合成；

兔抗Trib3多克隆抗体购于美国Proteintech公司。

1.3 实验方法

1.3.1 Real-time qPCR检测睾丸组织Trib3及各标

记基因mRNA的表达 取不同时间点睾丸组织，加

入约1 mL裂解液处理样品，后按说明书操作提取大

鼠21个时间点睾丸组织的总RNA。根据测得RNA

样本浓度进行计算，将样本用ddH2O统一稀释成总

体积50 μL、浓度0.15 μg/μL的稀释液。反转录体系

20 μL，A液：RNase-Free ddH2O 2.33 μL，10 μm oli-

go-dt 1 μL，RNA sample 6.67 μL；B液：RNase-Free

ddＨ2O 2.5μL，dNTPs（10mM）2μL，RT-M-Mlv 0.5μL，
RRI（10 μ/μL）1 μL，5×RT-M-MlV Buffer 4 μL。

A液65 ℃水浴5 min，冷却后与B液进行混合，42 ℃

水浴1 h，70 ℃水浴10 min。在-80 ℃冰箱保存逆转

录出的cDNA样本。

Real-time qPCR检测Trib3基因的mRNA的表

达水平。以cDNA为模板分别扩增Trib3部分片段

（见表1）。根据引物的反应条件及SYBR Prelnix Ex

TaqTM试剂盒说明，在qRCR八联管孔中添加试剂，

设定RT-PCR的反应程序：预变性95 ℃ 10 min，进入

循环，95℃，30 s; 95℃，5 s→55℃，30 s→72℃，34 s，

扩增40个循环。分别以21个时间点cDNA样品作

为模板，各时间点均重复两个副孔。内参孔为

GAPDH，阴 性 对 照 孔 为 无 酶 ddH20。 放 置 于

ABI7500荧光实时定量PCR仪中开始反应。采用Ct

方法分析Trib3基因 mRNA的表达量，结果中的相

对表达倍数部分用2-ΔΔCt法进行计算，图表数据均用

Microsoft Excel 录入分析。

1.3.2 Western Blot 检测睾丸组织中Trib3蛋白的

表达 测定并计算出已提取的21个时间点大鼠睾

丸组织总蛋白的样品浓度。每个时间点取自3个不

同窝别，蛋白上样体积15 μL，上样量50 μg。配制

10％的分离胶，5％的浓缩胶。电压条件为浓缩胶

60 V，分离胶 90 V，时间大约 2 h。半干转印电流

0.1 A，时间2 h 15 min。室温封闭1 h。一抗孵育，

Trib3抗体（1∶1000稀释），GAPDH抗体（1∶2500稀

释），4 ℃慢摇孵育过夜。二抗孵育，稀释液比例为

驴抗兔IgG（1∶10000稀释），羊抗鼠IgG（1∶20000稀

释），避光室温孵育慢摇1 h。ECL检测，将膜放入

UVP凝胶成像仪内，曝光，所得数据计算灰度值。

1.3.3 HE染色及免疫组织化学染色 取5、12、18、

29、40日龄大鼠睾丸各一个，用4%中性甲醛液分别
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固定至少一周。标本修整后脱水、透明、浸蜡、石蜡

包埋、切片、烤片。HE染色：脱蜡水化，浸苏木素，

1％盐酸乙醇稍分化，伊红浸染后过 70％、80％、

95％乙醇，无水乙醇（Ⅰ）3 min，无水乙醇（Ⅱ）3 min，

二甲苯（Ⅰ）5 min，二甲苯（Ⅱ）5 min，封片用中性树

胶。免疫组化：烤片，脱蜡水化，PBS冲洗5min共3次，

微波修复15 min。过氧化酶抑制剂室温处理10 min，

PBS冲洗3 min共3次。滴加一抗，Trib3 抗体，浓度为

1∶100，4℃孵育过夜。PBS 冲洗3 min共3次。滴加二

抗，生物素标记的羊抗鼠/兔 IgG，室温孵育10 min。

PBS冲洗待检标本后，滴加DAB显色液。复染，脱

水，透明，封片。PBS代替一抗作阴性对照。在显

微镜下观察，拍照。

1.4 统计学方法

统计学分析用SPSS 19.0软件。均数±标准差

（x±s）表示计量资料，样本进行正态性检验，当其服

从正态分布（sig>0.05）时，组间比较采用单因素方差

分析，当不服从正态分布（sig<0.05）时选择独立样本

Kruskal-Wallis检验。根据大鼠睾丸组织发育情况

将所取时间点分成四组，即2~12日龄、14~16日龄、

20~35日龄、40~65日龄，分别对应精子发生的有丝

分裂、减数分裂、精子变形及精子成熟4个阶段。检

验水准为α＝0.05，以P < 0.05为差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 Real-time qPCR 检测 Trib3 基因在大鼠精子

生成过程中mRNA水平的表达

实时荧光定量反应检出Trib3基因在三组不同

窝别野生型大鼠出生后第2~65日龄21个时间点睾

丸组织中的表达模式（见图1），数据用x±s表示，
*表示P < 0.05。Trib3 mRNA在大鼠出生后第2~65

日龄均见表达。2~12日龄较高，4日龄达到高峰；

14~16日龄与2~12日龄比较，Trib3 mRNA的表达量

差异无统计学意义（P > 0.05）；20~35日龄与14~16日

龄比较，Trib3 mRNA的表达量显著降低，差异有统计

学意义（P < 0.05）；40~65 日龄与 20~35 日龄比较，

Trib3 mRNA的表达量显著升高，差异有统计学意义

（P < 0.05）。

2.2 Western Blot 检测三组不同窝别大鼠睾丸组织

中Trib3的表达

应用Western Blot反应检测Trib3在三组不同窝

别的大鼠出生后第2~65日龄21个时间点睾丸组织

中蛋白的表达（见图2），将条带放置于UVP凝胶成

像仪中拍照测出灰度值，使用Microsoft Excel软件分

析得到图3，数据用x±s表示，*表示P < 0.05。Trib3

表达趋势在三组不同窝别的大鼠睾丸组织中基本

一致，2~65 日龄 Trib3 蛋白均见表达，2~12 日龄

Trib3呈现较高表达；14~16日龄与2~12日龄比较，

Trib3表达显著降低，差异有统计学意义（P < 0.05）；

20~35日龄与14~16日龄间Trib3表达差异无统计学

意义（P > 0.05）；40~65日龄与20~35日龄比较，Trib3

的表达显著升高，差异有统计学意义（P < 0.05）。

图1 Trib3基因在2~65日龄的大鼠睾丸组织中蛋白表达的
RF PCR结果

Fig.1 RF PCR of Trib3 gene protein expression in
testicular tissue of rats from 2 to 65 days of age

图2 Trib3基因在2~65日龄的大鼠睾丸组织中蛋白表达的
Western Blot结果

Fig.2 Western Blot results of Trib3 gene protein
expression in testicular tissue of 2~65 days rats

图3 在2~65日龄大鼠睾丸组织中Trib3蛋白的表达量
Fig.3 Trib3 protein expression in testicular tissue of

rats from 2 to 65 days
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2.3 免疫组织化学染色和HE染色观察野生大鼠睾

丸Trib3表达定位情况

固定取出的5、12、18、29及40日龄的大鼠睾丸

组织，进行HE及免疫组织化学两种染色。5日龄睾

丸处于精原干细胞增殖与生长时期之间。12日龄

时已完成有丝分裂，将进入减数分裂。18日龄完成

减数分裂，将进入精子变形。29日龄为圆形精子向

长形精子变形后，精子成熟前的时期。40日龄位于

成熟精子出现到大鼠性成熟之前的阶段。

HE染色（见图4）镜下可见5、12、18、29及40日

龄睾丸组织的结构。位于曲细精管外侧的肌样细

胞围绕着基膜，内侧管壁由包含生精细胞及支持细

胞的生精上皮构成，各级生精细胞随大鼠睾丸的生

长发育逐渐显现，其中心为管腔，曲细精管之间可

见睾丸间质。

免疫组织化学染色及阴性对照（见图5），400倍

镜下可见5日龄的睾丸组织精原干细胞胞质部分及

部分睾丸间质呈现阳性结果，支持细胞、肌样细胞及

睾丸间质细胞未见阳性结果。12、18、29及40日龄

中睾丸间质的结缔组织纤维部分呈棕色阳性表达，

曲细精管内各细胞及睾丸间质细胞均未见阳性结

果。实验用PBS缓冲液作为阴性对照（见图5F），阴性

对照图为40日龄的睾丸组织，对照组未见阳性表达。

图4 5日龄、12日龄、18日龄、29日龄、40日龄大鼠睾丸组织HE
染色

Fig.4 HE staining of testicular tissue from rats aged
days of 5, 12, 18, 29, and 40

A: 5日龄大鼠睾丸组织HE染色（10×40）各生精小管管腔切面
较不规则，可见精原干细胞；B: 12日龄大鼠睾丸组织HE染色
（10×40）管腔排列逐渐紧密，间质细胞增多；C: 18日龄大鼠睾丸
组织HE染色（10×40）精母细胞较为明显；D: 29日龄大鼠睾丸组
织HE染色（10×40）变形前，可见大量圆形精子细胞；E: 40日龄大
鼠睾丸组织HE染色（10×40）长形精子产生，精子成熟前阶段
A: HE staining（10×40）of the testicular tissue of 5-day-old rats
showed irregular luminal sections of each seminiferous tubule and
visible spermatogonial stem cells. B: HE staining（10×40）of the
testis tissue of 12- day- old rats showed that the lumen became
closely arranged and the Leydig cells increased. C: HE staining
（10×40）of the testis tissue of 18-day-old rats was more obvious
in spermatocytes.D:On day 29, a large number of round spermatids
were observed before HE staining（10×40）. E: HE staining（10×
40）of testicular tissue from 40-day-old rats for the production of
long-shaped sperm, premature stage of sperm

A B

C D

E

A黑色箭头：精原干细胞阳性结果蓝色箭头：支持细胞 B黑色箭头：间质细胞

C黑色箭头：肌样细胞 D黑色箭头：精母细胞

E黑色箭头：精原细胞 F阴性对照

图5 5日龄、12日龄、18日龄、29日龄、40日龄大鼠睾丸组织免
疫组化染色及阴性对照

Fig.5 Immunohistochemical staining of testicular
tissue and negative control of rats aged days of 5, 12,

18, 29, and 40
A: 5日龄大鼠睾丸组织免疫组化染色（10×40）；B: 12日龄大鼠睾
丸组织免疫组化染色（10×40）；C: 18日龄大鼠睾丸组织免疫组化
染色（10×40）；D: 29日龄大鼠睾丸组织免疫组化染色（10×40）；
E: 40日龄大鼠睾丸组织免疫组化染色（10×40）；F：野生型大鼠睾
丸组织阴性对照染色40日龄（10×40）
A: Immunohistochemical staining of testicular tissue from 5-day-
old rats（10×40）; B: immunohistochemical staining of testicular
tissue of 12- day- old rats（10 × 40）; C: immunohistochemical
staining of testicular tissue of 18-day-old rats（10×40）; D:Immu-
nohistochemical staining of testicular tissue of 29- day- old rats
（10 × 40）; E: immunohistochemical staining of testicular tissue
from 40- day- old rats（10×40）; F: negative control staining of
wild-type rat testis tissue at 40 days of age（10×40）
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3 讨论

大鼠的生长发育日龄对应着精子发生的三个

阶段。大鼠出生至8日龄精原干细胞自我增殖[7]，

15 日龄左右完成减数分裂，20日龄圆形精子产生，

35 日龄后变形，55日龄左右大鼠性成熟，达到成年

状态[8~12]。

基因可通过上调和下调表达参与生物学功

能[13]。通过对不同时期野生型大鼠睾丸组织的研究

发现，有丝分裂及减数分裂时期Trib3基因的mRNA

呈现高表达，精子变形阶段表达显著下降（P <0.05），

至精子成熟期表达升高（P <0.05）。该基因蛋白在

有丝分裂期呈现高表达，减数分裂及精子变形阶段

表达降低（P <0.05），精子成熟阶段表达升高（P <0.05）。

Trib3基因mRNA与蛋白水平的表达均呈现出先低

表达再高表达的趋势，但两者表达趋势并非完全统

一。生物体内普遍存在这种转录和翻译层面的差

异，例如，在乳腺癌细胞系及人乳腺癌中，Trib3

mRNA 的表达与蛋白表达就没有相关性[14]。当

mRNA表达量下降，生物体会通过增长polyA，稳定

mRNA减少自身降解，达到延长其半衰期的目的，

从而使蛋白量表达升高[15，16]；或使蛋白降解水平下

降，以此延长其半衰期，这时蛋白表达量也会增

高[17，18]。当mRNA表达量高但不稳定，或翻译出的

蛋白加速降解，都是导致蛋白量减少的因素。睾

丸间质为疏松结缔组织，具有支持、连接、营养等作

用。免疫组化结果显示Trib3表达于出生后第5日

龄大鼠睾丸的精原干细胞胞质及部分睾丸间质；

第12、18、29、40日龄及成年大鼠睾丸组织中，Trib3

仅表达于间质的蜂窝状结缔组织纤维部分，间质

细胞、支持细胞及各级生精细胞中均未见阳性表

达。5日龄位于有丝分裂期间，提示该基因与精原

干细胞的功能及睾丸间质内的纤维结构存在一定

关系。

综上所述，免疫组织化学染色显示有丝分裂时

期Trib3在精原干细胞呈阳性。与其他阶段相比，

该时期 Trib3 基因 mRNA 及蛋白水平均呈现高表

达。这提示Trib3基因可能参与了大鼠精原干细胞

的增殖过程。大鼠睾丸组织中，12、18、29、40日龄

大鼠Trib3表达于睾丸间质的结缔组织纤维部分，

提示该基因与睾丸间质结构存在一定关系。我们

根据大鼠睾丸不同时间点发育规律及该基因在本

实验中产生的实验结果进行分析研究，认为Trib3

基因参与了大鼠睾丸的发育过程。

4 结论

综上所述，得出结论：（1）Trib3基因可能参与了

大鼠精原干细胞的增殖过程。（2）Trib3基因在睾丸

间质中发挥一定作用。

研究与精子发生过程有关的基因的分子机制，

可以为探究男性不育的发病机理提供参考，为男性

不育的诊治奠定基础。
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和含药血浆于-20℃冷冻放置7 d、14 d、21 d、28 d的稳
定性。根据“2.5”实验方法和HPLC-MS条件下进样
分析，计算测得各峰面积的相对标准偏差，RSD均小
于15%。实验结果表明系列混合标准曲线工作液和
含药血浆于-20℃冷冻放置一个月的稳定性良好。
2.7 临床应用

采用上述建立的HPLC-MS/MS对我院45例抑
郁患者连续监测3个月血药浓度，共取188份血样，
其中男性18例，平均年龄34岁；女性27例，平均年
龄32岁。所有患者按病情规律服药，在达到稳态血
药浓度后，晨起服药前空腹采集静脉血4 mL，测其
血药浓度。结果显示，166份血样监测结果均在有
效血药浓度范围内，8份血样结果高于有效血药浓
度（帕罗西汀4例、米氮平3例、艾司西酞普兰1例），
占监测血样的4.26%；14份血样结果低于有效血药
浓度（劳拉西泮用于辅助睡眠，根据病情给予不同
剂量），占监测血样的7.45%，无监测结果达中毒血
药浓度。

3 结语

HPLC-MS/MS是将色谱的高效分离能力和质
谱的特异、灵敏、多组分检测能力有机结合的定量
分析方法。本研究建立了同时测定米氮平、舍曲
林、帕罗西汀、度洛西汀、阿米替林、去甲阿米替林、
艾司西酞普兰及劳拉西泮8种抗抑郁药物浓度的方
法，参考《中华人民共和国药典》[13]（2020年版）四部
中“生物样品定量分析方法验证指导原则”对方法
进行了验证，该方法操作简便，分析时间短，可以实
现大量临床样本的快速分析。

实验结果显示8个样品保留时间在1.91~2.81 min，
区分度好、专属性强；基质效应RSD小于15%；在最
低有效浓度和警戒浓度范围内，准确度高、精密度
好、线性关系良好；样品处理方法简单，且混合样品
分析时间均不超过4 min，可以满足临床大样本快
速处理分析的要求。采用本方法对临床患者血药
浓度进行监测，根据患者血药浓度偏离有效浓度范

围的实际情况，为医师用药的剂量调整提供了依
据，有助于实现个体化给药。
参考文献
[1]王子惠，刘丽宏. 医院门诊抗抑郁药处方点评与应用情况

分析[J]. 中国临床药理学杂志，2020，36（11）：1583-1585

[2]于莹，黄海量，张功，等. 常用抗抑郁药的疗效与安全性的

网状Meta分析[J]. 中华中医药学刊，2020，38（10）：183-189

+295

[3]陈自悦，肖玲，王惠玲，等. 新型抗抑郁药氯胺酮的研究进

展[J]. 临床精神医学杂志，2019，29（6）：426-428

[4]王金亮，杨陈晨，杨琪，等. 住院抑郁症患者抗抑郁药联合

治疗的影响因素分析[J]. 中国医院药学杂志，2019，39（20）：

2081-2085

[5]Hiemke C，Bergemann N，Clement HW，et al. Consensus

guidelines for therapeutic drug monitoring in neuropsychophar-

macology [J]. Pharmacopsychiatry，2018，51（1-2）：e1

[6]贾晓妮，张燕，张晓红，等. 204例精神分裂症患者服用利培

酮分散片的血药浓度监测及其影响因素分析[J]. 中国药房，

2018，29（17）：2407-2411

[7]郭庆合，任方龙. 高效液相色谱-串联质谱方法测定血清中

氨磺必利、舒必利、米那普仑、西酞普兰、文拉法辛及O-去

甲文拉法辛浓度[J]. 中国医院药学杂志，2019，39（13）：

1347-1352

[8]李好，陈连国，尤玮玮. UPLC-MS/MS同时测定大鼠血浆中

美沙酮、文拉法辛及其代谢物浓度与药动学研究[J]. 中国药

房，2018，29（11）：1505-1509

[9]王建欣，杨继章，张娜娜，等. HPLC-MS/MS法同时测定精

神分裂症患者血浆中奥氮平和阿立哌唑的浓度与应用[J].

中国临床药理学杂志，2020，36（14）：2131-2135

[10]王伟，丁仁奎，李清艳，等. UPLC-MS/MS法同时测定人血

浆中卡马西平、文拉法辛、罗格列酮和硝苯地平的浓度[J].

中国药房，2018，29（2）：194-198

[11]邓晓晴，齐海娟，崔浩亮，等. 在线固相萃取液相色谱-三

重四极杆/线性离子阱质谱法同时测定人血浆中4种抗抑郁

药的含量[J]. 药物分析杂志，2020，40（5）：821-829

[12]佟志强，吴东媛，张娟，等. UPLC-MS/MS法同时测定人血

浆中5-FU及其代谢产物5-FUH-2的浓度及应用[J]. 中国

药房，2021，32（4）：480-484

[13]国家药典委员会.中华人民共和国药典：四部[S]. 北京：

中国医药科技出版社，2020，321

·· 234


	1-王丽佳
	1

