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基于差异凝胶双向电泳技术的冠心病不稳定性心绞痛
血瘀证患者血浆差异蛋白特征研究

赵慧辉　 陈建新　 史　 琦　 王　 伟

摘要目的通过对冠心病心绞痛血瘀证患者和健康人血浆的差异凝胶电泳图谱检测，寻找其血浆差
异蛋白，探索其蛋白质组学特点。方法采用差异凝胶双向电泳和串联质谱对１２例冠心病不稳定性心绞痛
气虚血瘀证患者、１２例痰瘀互阻证患者和１２名健康人去高丰度蛋白血浆进行比较蛋白质组学研究，寻找心
绞痛血瘀证血浆差异蛋白。结果初步发现在冠心病不稳定性心绞痛气虚血瘀证和痰瘀互阻证两组患者表
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ｓｉｎ、Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ γ ｃｈａｉｎ、Ｆｉｂｒｉｎ β。结论冠心病不稳定性心绞痛气虚血瘀证与痰瘀互阻证在蛋白质层面的部
分共性特征表现为炎症反应、代谢紊乱（包括血脂、血氧等）。
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冠心病（ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）不稳定性心
绞痛（ｕｎｓｔａｂｌｅ ａｎｇｉｎａ，ＵＡ）已经成为严重危害中国中
老年人群健康的重大疾病，但其发病机制目前仍然不
完全清楚。蛋白质组学技术的出现，可能为发现其特

征性蛋白提供一定的线索。笔者前期分别采用无标记
定量〔１〕、双向凝胶电泳〔２〕和差异凝胶电泳〔３〕技术发现
冠心病心绞痛血瘀证患者和对照组人群血浆的确存在
差异表达，由于血浆中最高丰度的６种蛋白在血浆中
占到８５％，严重影响了更多更有意义的低丰度蛋白的
检测，同时要进一步探讨心绞痛气虚血瘀证、痰瘀互阻
证各自的蛋白质组学特征，并提高研究的准确性和重
复性，现采用差异凝胶双向电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＤＩＧＥ）技术对冠心病
心绞痛患者和对照组人群去高丰度蛋白血浆进行比较
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研究。
材料与方法

１　 一般资料　 依照下述纳入与排除标准选取１２
例冠心病不稳定性心绞痛痰瘀互阻证、１２例冠心病不
稳定性心绞痛气虚血瘀证患者。其中男１０例，女１４
例，来自北京中医药大学东直门医院心内科２００６年
１１月—２００８年３月的住院患者，年龄为５５ ～ ７５岁，平
均（６６ ± ９）岁。１２名健康人，男６名，女６名，为北京
中医药大学体检正常的职工，年龄为５５ ～ ７０岁，平均
（６３ ± ７）岁，无血瘀证表现。

诊断标准参照中华医学会心血管病学分会２０００
年制订的“不稳定性心绞痛诊断和治疗建议”标准〔４〕。
中医辨证分型标准参照《中药新药临床研究指导原
则》〔５〕。

纳入标准：（１）符合冠心病心绞痛诊断者；（２）符
合冠心病中医气虚血瘀证或痰瘀互阻证诊断者；（３）
年龄５５ ～ ７０岁；（４）自愿签订知情同意书者。

排除标准：排除急性心肌梗死、心肌炎、心脏神经
官能症、肋间神经痛；其他疾病引起的心绞痛，如风湿
热、梅毒、先天性冠脉畸形、肥厚型心肌病、主动脉瓣狭
窄或关闭不全者；合并有脑中风、糖尿病、肺部感染、肾
炎、肾衰、泌尿系感染、风湿病、肝、肾、造血系统、内分
泌系统等严重疾病及骨关节病者；妊娠期或哺乳期女
性，过敏体质患者。

２　 样本采集　 患者均于入院２天内清晨空腹肘
静脉取血２ ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，经４ ℃，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心
１０ ｍｉｎ，取上清，分装，－ ８０ ℃保存。正常人也于清晨
空腹肘静脉取血，方法同上。

３　 材料　 ｐＨ４７固相ｐＨ梯度干胶条（ＩＰＧ）、ＩＰＧ
ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ４７）、３［（３胆酰胺丙基）二乙胺］丙磺酸
（ＣＨＡＰＳ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、矿物油、尿素、丙烯酰
胺、甲叉丙烯酰胺、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、ＣｙＤｙｅ染
料、考马斯亮蓝Ｒ３５０购自美国ＧＥ公司，过硫酸铵
（ＡＰ）、琼脂糖（Ａｇａｒｏｓｅ）、甘氨酸（Ｇｌｙｃｉｎｅ）购自美国
Ａｍｒｅｓｃｏ公司，其他试剂购自北京试剂公司。实验用
水为Ｍｉｌｌｉ － Ｑ去离子水。

４　 仪器　 Ｅｔｔａｎ ＩＰＧｐｈｏｒ Ⅱ等电聚焦仪、Ｅｔｔａｎ
ＤＡＬＴ ｓｉｘ双向垂直电泳仪、Ｍｕｌｔｉ Ｔｅｍｐ Ⅲ温控循环水
浴、ＥＰＳ６０１电源、Ｔｙｐｈｏｏｎ Ｉｍａｇｅｒ ９４０成像仪均为美国
ＧＥ公司产品。质谱仪为ｂｒｕｋｅｒ公司Ｕｌｔｒａｆｌｅｘ ｔｏｆ ／ ｔｏｆ
及美国ＡＢＩ４８００型反射式基质辅助激光解吸附飞行
时间串联质谱。

５　 血浆高丰度蛋白的去除　 采用美国Ａｇｉｌｅｎｔ抗

体柱（４ ６ × ５０ｍｍ Ｈｕ６ＨＣ）特异性去除血浆中６种丰
度最高的蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＩｇＧ，ＩｇＡ，ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ，ｔｒａｎｓ
ｆｅｒｒｉｎ，ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ）。

６　 ＣｙＤｙｅ染料标记（表１）　 ３组样品均以３例做
一混合样本。内标由各样品等量混合而成，总量为
５０ μｇ。样品分别使用３种特殊的荧光染料Ｃｙ２、Ｃｙ３、
Ｃｙ５，以５０ μｇ蛋白∶ ２００ ｐｍｏｌ荧光染料的比例进行标
记反应，标记反应在冰浴、无光的条件下进行３０ ｍｉｎ，
然后加入２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ赖氨酸，继续冰浴１０ ｍｉｎ，终止
标记反应。

表１ ＣｙＤｙｅ染料标记方法
胶 Ｃｙ２ Ｃｙ３ Ｃｙ５
１ ｐｏｏｌ Ａ２ Ｃ１
２ ｐｏｏｌ Ｂ２ Ｃ３
３ ｐｏｏｌ Ａ１ Ｂ１
４ ｐｏｏｌ Ｂ４ Ａ４
５ ｐｏｏｌ Ｃ２ Ａ３
６ ｐｏｏｌ Ｃ４ Ｂ３

７　 ２ＤＤＩＧＥ　 参照Ａｍｅｒｓｈａｍ公司双向电泳手册的方
法进行。采用２４ ｃｍ ＩＰＧ预制胶条（ｐＨ ３１０ＮＬ）。用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白定量，再用水化液调整到合适浓
度后上样。蛋白质上样量５０ μｇ，梯度升压，等电聚焦
总伏小时为１００ ｋＶｈ。平衡后胶条转移至１３ ５％十二
烷基磺酸钠———聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）上进行
第２向电泳。１６ ℃恒温，采用恒功率电泳，开始时２ ５
Ｗ ／ ｇｅｌ，１ ｈ；再用１５ Ｗ ／ ｇｅｌ至溴酚蓝到达凝胶的底部
边缘。

８　 胶图扫描及图像分析　 电泳后的胶板图像通
过Ｔｙｐｈｏｏｎ Ｉｍａｇｅｒ ９４００ 成像仪获取，采用ＤｅＣｙｄｅｒ
Ｖ６ ０软件进行凝胶的蛋白点检测及匹配，配合三维图
像、Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ及人工校对等方法，以保证点检测及匹
配的准确性。

９　 统计学方法　 采用ＤｅＣｙｄｅｒ Ｖ ６ ０ 软件中的
胶内差异分析（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｎｇｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＤＩＡ）及生
物学差异分析（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＢＶＡ）软
件进行统计分析。多组间比较用单因素方差分析，然
后两组间比较使用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ检验，所有统计分析均
由软件自动完成，检验水准α ＝ ０ ０５。

１０　 质谱鉴定　 切割蛋白质点置于Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管
中，进行胶内蛋白质酶解后，通过ｂｒｕｋｅｒ质谱仪进行
分析，获取蛋白样品的肽质量指纹图（由北京华大蛋
白质组研发中心完成），最后应用Ｍａｓｃｏｔ软件在人类
蛋白质公共数据库（ＮＣＢＩ、ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ）中搜寻，获得
蛋白质的相关信息。
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结 果
１　 分析胶成像（图１）　 经过差异凝胶双向电泳，

得到了较清晰的蛋白质表达谱，经ＤｅＣｙｄｅｒ软件处
理，不同染料标记的样本呈现不同颜色的图谱，蓝色
图谱为内标，由Ｃｙ２标记；绿色图谱为正常组样本，
由Ｃｙ３标记；红色图谱为心绞痛血瘀证患者的血浆样
本，由Ｃｙ５标记。

２　 差异蛋白点的图像分析结果　 经ＤｅＣｙｄｅｒ Ｖ
６ ０软件分析，根据１ ５倍差异表达作为标准，发现与
健康人比较，在两组患者表达均变化的蛋白点有２１
个，仅在冠心病不稳定性心绞痛痰瘀互阻证表达变化
的蛋白点有１７个，仅在冠心病不稳定性心绞痛气虚血
瘀证表达变化的蛋白点有６个。

３　 差异蛋白点的质谱分析及搜库结果
３ １　 两组均变化的蛋白（表２）　 与健康人比较，

两组患者表达均变化的蛋白点有２１个，质谱搜库鉴定
出７种蛋白质。

表２ 在两组患者表达均变化的差异蛋白点的
质谱搜库鉴定结果

序
　
号

鉴
定
方
法

数据库检
索号

蛋白质
名称

分
子
量

等
电
点

得
　
分

冠心病不稳定
性心绞痛两证
与健康人表达
　 量的比值
气虚血
瘀证

痰瘀互
阻证

１ ＭＳＭＳ ＩＰＩ００６４１７３７ Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ β ｃｈａｉｎ
（结合珠蛋白β链）

４６６９３ ４ ６ ２８ ２６７ 　 ３ ２２ 　 ２ ７８

２ ＭＳ ｇｉ ｜１８６５５４２４ ＤＢＰ
（维生素Ｄ结合蛋白）

５２７８０ ５ １７ １７１ 　 １ ５１ 　 １ ５３

３ ＭＳＭＳ ＩＰＩ００６５４７５５ ＨＢＢ
（血红素蛋白β链）

１５８５７ ２ ６ ８１ ４０３ － １ ９１ － ３ ３２

４ ＭＳＭＳ ＩＰＩ００４１０７１４ ＨＢＡ
（血红素蛋白α链）

１５１１６ ９ ８ ７３ ２６２ － １ ５９ － １ ８８

５ ＭＳＭＳ ＩＰＩ０００２２４３２ Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ
（甲状腺素转运蛋白）

１５８７７ ５ ５２ ３７１ － １ ５５ － １ ５３

６ ＭＳ ｇｉ ｜２９１４１７５ Ａｐｏ ＡⅠ
（载脂蛋白ＡⅠ）

２３３８９ ５ ５５ １１４ － １ ５５ － １ ５０

７ ＭＳ ｇｉ ｜１７８７７９ ＡｐｏＡⅣ
（载脂蛋白ＡⅣ）

４３３５８ ５ ２２ ２１２ － ３ １８ － ３ ３２

　 　 注：Ｍｗ为分子量，ｐＩ为等电点

　 　 ３ ２　 仅在冠心病不稳定性心绞痛痰瘀互阻证表
达变化的蛋白（表３）　 仅在冠心病不稳定性心绞痛痰
瘀互阻证表达变化的蛋白点有１７个，经质谱搜库鉴定
出７种蛋白质。
表３ 仅在冠心病不稳定性心绞痛痰瘀互阻证表达变化的

蛋白点及质谱鉴定结果

序
号

鉴定
方法

数据库检
索号

蛋白质
名称 分子量等电点得分

与健
康人
表达
量的
比值

１ ＭＳ ｇｉ ｜ ３３３７３９０ Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ α１ ｃｈａｉｎ

（结合珠蛋白α１链）
３８２０９ ２ ６ １４ ２６７ ２ ０２

２ ＭＳＭＳ ＩＰＩ０００２２４２９ α１ａｃｉｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ １

（α１酸性糖蛋白）
２３４９６ ８ ４ ９３ ３８５ １ ５５

３ ＭＳＭＳ ＩＰＩ０００２１８５７ ＡｐｏＣⅢ

（载脂蛋白ＣⅢ）
１０８４５ ５ ５ ２３ １６１ － １ ６３

４ ＭＳＭＳ ＩＰＩ０００２１８５４ ＡｐｏＡⅡ

（载脂蛋白ＡⅡ）
１１１６７ ９ ６ ２６ １７９ － ２ ４４

５ ＭＳＭＳ ＩＰＩ０００２１８５６ ＡｐｏＣⅡ

（载脂蛋白ＣⅡ）
１１２７６ ８ ４ ７２ １５９ － １ ５０

６ ＭＳＭＳ ＩＰＩ００２９１２６２ ＡｐｏＪ

（载脂蛋白Ｊ）
５２４６１ ５ ８９ ４３０ － １ ６９

７ ＭＳＭＳ ｇｉ ｜ ２２３９７６ Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎα２ ｃｈａｉｎ

（结合珠蛋白α２链）
４１７１６ ９ ６ ２３ １１６ ３ ３９

３ ３ 　 仅在冠心病不稳定性心绞痛气虚血瘀证表
达变化的蛋白（表４）　 仅在冠心病不稳定性心绞痛气
虚血瘀证表达变化的蛋白点有６个，经质谱搜库鉴定
出３种蛋白质。
表４ 仅在冠心病不稳定性心绞痛气虚血瘀证表达变化的

蛋白点及质谱鉴定结果

序
号
鉴定
方法

数据库检
索号

蛋白质
名称

分
子
量

等
电
点
得分

与健
康人
表达
量的
比值

１ ＭＳＭＳ ＩＰＩ００５５３１７７ α１Ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ

（α１抗胰蛋白酶）
４６７０７ ５ ３７ ４１６ １ ５２

２ ＭＳ ｇｉ ｜ １１９６２５３２６ Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ γ ｃｈａｉｎ

（纤维蛋白原γ链）
４７９７１ ５ ５４ ２０１ ２ ３３

３ ＭＳ ｇｉ ｜ ２２３００２ Ｆｉｂｒｉｎ β

（纤维蛋白原β链）
５１３５８ ７ ９５ ９１ １ ５５

A B

C

D

图 1 5 号胶差异凝胶双向电泳( 2鄄D DIGE) 图像

注：A 为合成图像，包含以下 3 幅图像；B 为 Cy2 图像（内标）；C 为 Cy3 图像（健康人）；D 为 Cy5 图像（心绞痛血瘀证患者）
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讨 论

研究表明，人类血浆中包含数百万种蛋白质〔６〕，
它们与人体的状态密切相关，疾病发生时，人体器官病
理变化的产物可释放入血，导致血浆蛋白在结构和数
量上的改变，因此，研究在疾病状态时的人体血浆蛋白
质组变化有着非常重要的意义。

ＤＩＧＥ是近年发展起来的一种蛋白质组学新技术，
与以往传统双向电泳技术相比，其灵敏性和可重复性
大幅度提高，明显减少了所需的凝胶数〔７〕。该技术使
用了一组特殊的ＣｙＤｙｅ ＤＩＧＥ荧光染料（Ｃｙ２、Ｃｙ３、
Ｃｙ５），对低丰度蛋白的探测灵敏度大幅度提高。而内
标的设立可以去除胶间的差异，极大降低操作者之间
的偏差〔８〕，大幅减少了假阴性及假阳性，非常适合差
异蛋白组学的研究。

我们发现，与健康人比较，在两组患者表达均变化
的蛋白有Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ β ｃｈａｉｎ、ＤＢＰ、ＨＢＢ、ＨＢＡ、ｔｒａｎｓｔ
ｈｙｒｅｔｉｎ、ＡｐｏＡⅠ、ＡｐｏＡⅣ。仅在冠心病不稳定性心绞
痛痰瘀互阻证表达变化的蛋白有Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎα１ ｃｈａｉｎ、
α１ａｃｉｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ 、ＡｐｏＣⅢ、ＡｐｏＡⅡ、ＡｐｏＣⅡ、
ＡｐｏＪ、Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ、Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎα２ ｃｈａｉｎ。仅在冠心病
不稳定性心绞痛气虚血瘀证表达变化的蛋白α１Ａｎｔｉ
ｔｒｙｐｓｉｎ、Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ γ ｃｈａｉｎ、Ｆｉｂｒｉｎ β。Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ、Ｔｒａｎ
ｓｔｈｙｒｅｔｉｎ均为急性时相反应蛋白。Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ作为一
种急性期蛋白，其表达量与炎症反应密切相关。Ｈｅｌｉｏ
ｖａａｒａ等〔９〕认为，该蛋白与血中总胆固醇水平、体重指
数、肥胖率及脂质氧化代谢异常呈正相关。而脂质过
多沉积是动脉粥样硬化的最重要原因之一〔１０〕。Ｔｒａｎ
ｓｔｈｙｒｅｔｉｎ是急性时相负相蛋白，在营养不良、感染、急
性应激等疾病中，水平降低；在多种疾病中表达增加，
可能是机体代谢失常的潜在标志物。ＡｐｏＡⅠ、ＡｐｏＡ
Ⅳ、ＡｐｏＣⅢ、ＡｐｏＡⅡ、ＡｐｏＣⅡ、ＡｐｏＪ均为载脂蛋白。
ＡｐｏＡⅠ是高密度脂蛋白（ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＤＬ）的主要蛋白成分，而ＨＤＬ水平与ＣＨＤ之间负相
关。大量临床和流行病学研究证实ＡｐｏＡⅠ的降低是
心肌梗死（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）的独立危险因
素〔１１〕。ＡｐｏＡⅣ是一种脂结合蛋白，参与胆固醇逆向
转运〔１２〕，发挥抗动脉粥样硬化作用〔１３〕。还可以阻止
Ｐ选择素介导的白细胞与血小板之间的黏附〔１４〕。
ＡｐｏＪ存在于包含ＡｐｏＡⅠ和胆固醇酯传递蛋白的
ＨＤＬ和ＶＨＤＬ中〔１５〕。ＡｐｏＪ能促进泡沫细胞内的胆固
醇外流，并能保护氧化应激所造成的损伤，对ＨＤＬ抗
动脉粥样硬化起着协同的作用。ＨＢＢ、ＨＢＡ与血氧运
输相关。研究表明，其与心力衰竭的严重程度密切相

关〔１６〕。
冠心病不稳定性心绞痛气虚血瘀证与冠心病不稳

定性心绞痛痰瘀互阻证在蛋白质层面的部分共性特征
表现为炎症反应、代谢紊乱（包括血脂、血氧等）。且
冠心病不稳定性心绞痛痰瘀互阻证的差异蛋白远多于
冠心病不稳定性心绞痛气虚血瘀证，其背后蕴涵的机
制可能更为复杂。

综上所述，本研究采用２ＤＤＩＧＥ和ＭＡＬＤＩＴＯＦ
ＭＳ技术对冠心病不稳定性心绞痛和对照组人群血浆
进行比较蛋白质组学研究，建立了相应的双向电泳、质
谱鉴定和生物信息学分析技术路线。虽然这些差异表
达的蛋白质究竟属于一过性的差异表达，还是作为心
绞痛血瘀证的病理基础，及其是否具有特异性，尚不得
而知。但２ＤＤＩＧＥ可以为我们发现疾病特征蛋白质群
提供一定的线索，并为预防和早期治疗疾病提供参考。
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第十一次全国中西医结合虚证与老年医学研讨会征文通知
中国中西医结合学会虚证与老年医学专业委员会定于２０１０年１０月在上海市举行“第十一次全国中西医结

合虚证与老年医学研讨会”。现将会议征文事项通知如下：
征文内容　 （１）老年病的中西医结合临床与基础研究，重点征文领域：老年心脑血管疾病、肿瘤、呼吸系统疾

病、老年认知功能障碍的中西医结合防治研究等；（２）虚证的中西医结合临床与基础研究；（３）虚证的中西医结
合辨证标准研究。

征文要求　 （１）所投稿件须为尚未公开发表的论文，要求科学性强，论点鲜明。（２）来稿请寄全文
（５ ０００字以内），并附４００字以内的结构式摘要（目的、方法、结果、结论）及关键词；（３）稿件一律用ｗｏｒｄ文档排
印，标准Ａ４版面，标题用３号宋体字，作者及单位用小４号楷体字，注明单位部门、地址、邮编、电子邮件地址、联
系电话。摘要与关键词用小５号宋体字。须用文字和电子两种形式投稿，电子版请发到ｙｇ１６２３４０２＠ １６３． ｃｏｍ；
文字版请按后述“联系地址”寄送。（４）文字稿件须加盖单位公章，论文如属省部级以上科研基金课题，请予注
明。（５）经审评录用的论文将收入“会议学术论文集”，组委会将给论文作者邮寄会议通知，并在会议期间颁发论
文证书。（６）请虚证与老年医学专业委员会的委员积极投稿，欢迎相关专业专家积极参与。

截稿日期　 ２０１０年７月３１日（以邮戳日期或电子邮件发送时间为准）
联系方式　 联系人：上海市中西医结合学会张雯菊，张友根；联系地址：上海市北京西路１６２３号４０２室（邮

编２０００４０）；联系电话：０２１ － ６２５８１７１４ 、０２１ － ６２１７６１６５，传真：０２１６２５８１７１４，Ｅｍａｉｌ：ｙｇ１６２３４０２＠ １６３． ｃｏｍ
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