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揖Abstract铱 Objective To synthesize and express the gene of TSP2 hydrophilic domain of Schistosoma japon鄄

icum袁 and investigate the immunogenicity of the recombinant TSP2HD protein. Methods The whole DNA fragment
encoding the TSP2 hydrophilic domain was synthesized by overlapping PCR袁 and confirmed by DNA sequencing. The
recombinant plasmid TSP2HD鄄PG was constructed by inserting the purified TSP2HD DNA fragment into expression vector
pGEX鄄4T鄄3 and the GST鄄TSP2HD fusion protein was expressed by transforming the recombinant plasmid TSP2HD鄄PG into
Escherichia coli BL21 渊DE3冤 and induced the recombinant with isopropyl 茁鄄D鄄1鄄thiogalactopyranoside 渊IPTG冤 . The expressing
situation of fusion protein was analyzed by SDS鄄PAGE. The GST鄄TSP2HD fusion protein was purified by affinity
chromatography with glutathione sepharose 4B gel, and the purified recombinant TSP2HD protein was prepared by
digesting the GST鄄TSP2HD fusion protein with thrombin. The immuno鄄response of the recombinant TSP2HD recognized by
the pool sera of schistosomiasis patients and the pool sera of heavily infected rabbits was explored by Western blotting
analysis. The immunogenicity of the recombinant TSP2HD was investigated by comparing the difference of counts per
minute 渊cpm冤 value of lymphocyte proliferation test between experiment group and control group. Results A 228 bp
of TSP2HD gene fragment was obtained after overlapping PCR of three times and its DNA sequence was confirmed by
DNA sequencing袁 which was same to one of the native TSP2HD. The recombinant containing recombinant plasmid
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揖摘要铱 目的 合成和表达日本血吸虫四跨膜蛋白第二亲水基团渊TSP2HD冤 基因袁 并研究其免疫原性遥 方法 采用

重叠 PCR人工合成日本血吸虫 TSP2HD 渊aa107耀aa182冤 完整基因片段袁 经测序正确后袁 将此片段插入表达载体pGEX鄄4T鄄3袁
构建重组表达质粒 TSP2HD鄄PG袁 转化大肠埃希菌 BL21 渊DE3冤袁 获得含重组表达质粒的转化子袁 异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳
糖苷 渊IPTG冤 诱导表达袁 十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 观察 TSP2HD融合蛋白表达情况遥 用谷胱
甘肽 渊GST冤 融合蛋白纯化胶 渊glutathione sepharose 4B冤 从表达产物裂解上清中纯化 GST鄄TSP2HD融合蛋白袁 用凝血酶
切割融合蛋白袁 制备纯化的重组 TSP2HD蛋白遥 通过蛋白质印迹 渊Western blotting冤 分析重组 TSP2HD蛋白与血吸虫病
患者血清及血吸虫重感染兔血清的免疫反应性曰 重组 TSP2HD蛋白刺激血吸虫感染小鼠淋巴细胞进行淋巴细胞增殖试
验袁 通过比较实验组与对照组脉冲指数 渊cpm冤 值的差异研究重组 TSP2HD蛋白的免疫原性遥 结果 经过 3 轮重叠
PCR扩增袁 获得长 228 bp的 TSP2HD基因袁 序列分析证实与天然基因序列完全一致遥 含重组质粒 TSP2HD鄄PG的转化子
细菌袁 经 IPTG诱导后表达相对分子质量 渊Mr冤 约为 34 000的可溶性 GST鄄TSP2HD融合蛋白遥 凝血酶切割 GST鄄TSP2HD
融合蛋白获得纯化的重组 TSP2HD蛋白遥 Western blotting分析证明袁 重组表达蛋白可被血吸虫重感染兔血清和血吸虫病
患者血清识别袁 有较好的免疫反应性曰 重组 TSP2HD蛋白能刺激血吸虫感染小鼠脾细胞增殖袁 实验组 cpm值明显高于
对照组袁 两者间差异有统计学意义 渊P约0.01冤遥 结论 日本血吸虫 TSP2HD基因合成及表达获得成功袁 重组 TSP2HD蛋白有
天然免疫原性遥
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TSP2HD鄄PG expressed a soluble fusion protein of GST鄄TSP2HD 渊Mr抑34 000冤 after being induced with IPTG. The
purified recombinant TSP2HD protein was obtained through digesting the GST鄄TSP2HD fusion protein with thrombin. The
recombinant TSP2HD was recognized by pool sera of schistosomiasis patients and pool sera of infected rabbits,
indicating that the recombinant TSP2HD has a good response activity. The recombinant TSP2HD also stimulated
proliferation of lymphocytes in infected mouse袁 the cpm value of experiment group was higher than that of the control 渊P<0.
01冤. Conclusion The Sj TSP2HD gene has been synthesized and expressed with immunogenicity which is similar to
that of the native antigen.

揖Key words铱 Schistosoma japonicum；TSP2HD；Overlapping PCR；Gene synthesis；Expression；
Immunogenicity
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日本血吸虫病是危害人类健康的重要寄生虫病之

一袁 全世界有 6亿多人口受到血吸虫感染的威胁咱1暂遥
我国水流多变的长江流域或地形复杂的大山区袁 常规
防治措施已难以控制血吸虫病的流行遥 疫苗可增强易
感人群抗血吸虫感染的能力袁 未来可能成为控制血吸
虫病流行的有效方法遥
跨膜蛋白或外分泌蛋白在血吸虫的生长发育过程

中起到受体或激素作用袁 可能是血吸虫疫苗潜在的有
效靶分子遥 四跨膜蛋白渊tetraspanins袁TSP冤是一个与细
胞发育尧 增殖尧 激活和迁移等多种功能相关的膜糖蛋
白家族咱2暂遥 Tran等咱3暂研究表明袁 重组曼氏血吸虫四跨
膜蛋白的两个亲水基团 渊Sm鄄tsp鄄1和 Sm鄄tsp鄄2冤袁 尤其
Sm鄄tsp鄄2能诱导高于 40%抗血吸虫感染的免疫保护作
用袁 可作为疫苗候选分子遥 本研究对日本血吸虫四跨
膜蛋白第二亲水基团 渊TSP2 hydrophilic domain袁
TSP2HD冤 基因进行合成尧 重组表达袁 并分析其免疫
原性遥

材料与方法

1 试剂

T4 DNA连接酶购自美国 Invitrogen公司袁 Taq DNA
聚合酶尧 酶切产物纯化试剂盒及凝胶 DNA纯化试剂
盒购自美国 Promega公司袁 Pfu DNA聚合酶购自上海
皓嘉生物技术有限公司袁 表达载体 pGEX鄄4T鄄3和重组
蛋白亲和纯化试剂盒渊Bulk GST Purification Module冤
购自美国 Amersham公司袁 辣根过氧化物酶渊HRP冤标
记羊抗兔 IgG及羊抗人 IgG等购自上海华美生物技术
工程公司遥

2 基因序列

本实验室采用信号序列捕捉方法鉴定带信号序列

的日本血吸虫 TSP2 基因 渊EF634060冤 亲水区片段袁

即 5忆 鄄GAAAAGCCGAAGGTGAAAAGACATGTCACTA
CAGCATTAAAAGACCTTGTAGGACAATACGGACACG
ATAGACACTTAGACAAAGTTTTGGACGAAATTCAAG
ATAAATTACAATGTTGTGGTGCCGAATCGCCTGCTGA
TTATTCTCGAGGACCACCTCCATCATGTAAGAATTAT
AATGAGGGATGCATTGGTAAAGTCACCGAACTGACT
AAAAAGCACCTAAAT鄄3忆遥

3 基因合成尧 克隆与鉴定
3.1 寡核苷酸序列的合成 根据上述基因序列设计 8
条末端互补的寡核苷酸片段袁 由上海生工生物工程技
术服务有限公司合成遥 在这 8条片段之间袁 上一条片
段的 3忆端与下一条片段的 5忆端有 20个碱基为互补序
列袁 并在第 1条片段的 5忆端及第 8条片段的 5忆端分
别引入 BamH玉及 Sal玉的限制性内切酶位点遥
P1院 5忆鄄TTGGATCCGAAAAGCCGAAGGTGAAAAGACATGTCA鄄

CTACAGCATTAAAA鄄3忆
P2院 5忆鄄TCTATCGTGTCCGTATTGTCCTACAAGGTCTTTTAATG鄄

CTGTAGTGACAT鄄3忆
P3院 5忆鄄CAATACGGACACGATAGACACTTAGACAAAGTTTTGG鄄

ACGAAATTCAAG鄄3忆
P4院 5忆鄄GCGATTCGGCACCACAACATTGTAATTTATCTTGAATT鄄

TCGTCCAAAACT鄄3忆
P5院 5忆鄄ATGTTGTGGTGCCGAATCGCCTGCTGATTATTCTCGAG鄄

GACCACCTCCATC鄄3忆
P6院 5忆鄄CCAATGCATCCCTCATTATAATTCTTACATGATGGAGG鄄

TGGTCCTCGAGAA鄄3忆
P7院 5忆鄄TATAATGAGGGATGCATTGGTAAAGTCACCGAACTGA鄄

CTAAAAAGCACCT鄄3忆
P8院 5忆鄄AAGTCGACTCAATTTAGGTGCTTTTTAGTCAGTTC鄄3忆

3.2 重叠 PCR 渊overlapping PCR冤 合成 TSP2鄄HD基
因全序列遥 PCR反应体系为院 10伊PCR缓冲液 10 滋l袁

Bam H玉

Sal玉
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25 mmol/L Mg Cl2 10 滋l袁 2 mmol/L 脱氧核苷三磷酸
渊dNTPs冤 8滋l袁 50 滋mol/L寡核苷酸片段 P1尧 P2 渊或 P3尧
P4袁 P5尧 P6袁 P7尧 P8冤 各 2滋l袁 5 U/滋l Pfu DNA聚合酶
1 滋l袁 加灭菌无离子水至 100 滋l遥 使用PCR仪渊2800
型袁 美国PE公司冤 扩增遥 反应条件为院 94 益 2 min曰
94 益 30 s袁 55 益 30 s袁 72 益 50 s袁 30个循环遥 PCR
扩增产物于 2%琼脂糖凝胶电泳袁 观察电泳结果遥 回
收 P1P2尧 P3P4袁 P5P6 及 P7P8袁 然后按上述方法袁
以 P1P2尧 P3P4尧 P5P6及 P7P8分别互为引物进行 PCR
扩增袁 获得 P1鄄P4尧 P5鄄P8的片段袁 再以此两片段互为
引物合成 P1鄄P8的 TSP2HD基因全序列遥
3.3 合成 TSP2HD片段的克隆与序列分析
3.3.1 TSP2HD基因 5忆端加腺嘌呤 渊A冤尾巴 将纯化

的TSP2HD基因片段置于PCR反应管中袁 加入 10伊PCR缓
冲液 10 滋l尧 25 mmol/L MgCl2 10 滋l尧 10 mmol/L三磷酸
脱氧腺嘌呤 渊dATP冤 1 滋l尧 5 U/滋l Taq DNA聚合酶 1滋l袁
加灭菌无离子水至 100 滋l袁 在 PCR仪上 72 益保温 30
min袁 使 TSP2HD基因 5忆端加上野A冶尾巴遥 用酶切产物
纯化试剂盒纯化加 A尾后的 TSP2HD片段遥
3.3.2 TSP2HD基因片段克隆与鉴定 按文献咱4暂方法将
纯化的TSP2HD基因片段与 pGEMT 载体混合袁 在 T4
DNA连接酶的作用下16 益过夜袁 将连结产物转化大
肠埃希菌渊Escherichia coli冤 DH5琢感受态细胞后袁 涂
布在含氨苄青霉素 渊AMP袁 100 mg/ml冤 的 LB 平板
上袁 此平板上预先涂有 5鄄溴鄄4鄄氯鄄3鄄吲哚鄄茁鄄D鄄半乳糖
苷渊X鄄gal冤和异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤袁 37 益
培养过夜遥 次日取白色菌斑袁 以 P1尧 P8为引物进行
PCR扩增鉴定阳性菌落遥 抽提 PCR阳性菌落中的重
组质粒 DNA袁 进行 DNA序列分析袁由上海生工生物
工程技术服务有限公司完成遥

4 重组表达质粒的构建

用限制性内切酶 BamH玉尧 Sal玉对表达质粒
pGEX鄄4T鄄3及含有 TSP2HD基因的 TA 克隆重组质粒
同时进行限制性酶切袁 回收酶切后 pGEX鄄4T鄄3线性
质粒及 TSP2HD基因片段遥 将纯化的 pGEX鄄4T鄄3线性
质粒及 TSP2HD基因片段按一定比例混合连接袁 构建
重组表达质粒 TSP2HD鄄PG袁 连接方法与重组子的鉴定
方法同 3.3.2袁 但 LB平板上无 X鄄gal和 IPTG遥

5 TSP2HD蛋白的重组表达与纯化
挑取单个含 TSP2HD鄄PG重组质粒的转化子菌落袁

接种于 3 ml LB 液体培养基 渊含 AMP 100 mg/ml冤
中袁 37 益培养过夜袁 次日按 1 颐 10将培养物转种到新
的 LB液体培养基中袁 培养至吸光度 渊A 600 值冤=0.5袁

加入 IPTG至终浓度为 1 mmol/L袁 继续培养 3 h遥 离心
收集细菌袁 十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳
渊SDS鄄PAGE冤 观察 TSP2HD蛋白表达情况遥
将能表达 TSP2HD蛋白的重组子细菌用 IPTG进

行大量诱导表达袁 用 GST融合蛋白亲和纯化试剂盒
按文献咱5暂方法纯化重组 TSP2HD蛋白遥

6 重组 TSP2HD蛋白免疫原性分析
6.1 蛋白质印迹 渊Western blotting冤分析 将 TSP2HD
蛋白进行 SDS鄄PAGE电泳袁 然后将蛋白条带转移到硝
酸纤维膜 渊NC膜冤上袁 条件为电压 30 V尧 电流 90 mA遥
4 益转移过夜袁 再用 1%牛血清白蛋白渊BSA冤磷酸缓冲
液封闭 NC膜遥 将 NC膜切成 4条袁 分别用 1 颐 200稀
释的血吸虫重感染兔血清尧 血吸虫病患者血清尧 健康
兔血清尧 健康人血清与 NC膜上的蛋白抗原反应袁 37 益
保温 2 h遥 用 PBST 渊含 0.05% Tween鄄20冤洗膜 3 次遥
用羊抗兔 HRP鄄IgG 渊1 颐 50冤与 NC膜反应 2 h袁 再用
羊抗人 HRP鄄IgG渊1 颐 50冤与 NC膜反应袁 37 益作用 2 h袁
PBST 洗膜 3 次后袁 将膜浸入 3袁3忆 鄄二氨基联苯胺
渊DAB冤 底物溶液中 渊20 mg DAB溶于 10 ml PBS中袁
临用前加入 30% H2O2 2 ml冤遥 室温下显色 5耀10 min袁
显色后用蒸馏水洗膜终止反应遥
6.2 淋巴细胞增殖试验

6.2.1 感染小鼠脾淋巴细胞的制备 BALB/c 小鼠 6
只 渊体重 20 g/只袁 6周龄冤袁 购自中国科学院上海实
验动物中心遥 随机分为实验组及对照组袁 实验组每只
小鼠感染 35条血吸虫尾蚴袁 感染后第 6周拉颈处死袁
取脾袁 制备脾淋巴细胞悬液 渊培养基为含 5%小牛血
清的 RPMI 1640冤遥 对照组为未感染的健康小鼠袁 以
相同方法制备脾淋巴细胞悬液遥
6.2.2 增殖试验 调整上述脾淋巴细胞悬液浓度为

2 伊106 个/100 滋l袁 分装至 96 孔平底细胞培养板中袁
每孔 100 滋l袁 每只小鼠脾淋巴细胞悬液设 9个平行孔
渊即空白对照孔尧 测定孔和阳性对照孔各 3个冤遥 测定
孔中加入纯化的 TSP2HD蛋白抗原 渊终浓度为 5滋g/滋l冤袁
空白孔加入等量 RPMI 1640培养基袁 阳性对照孔中加
入等量的刀豆球蛋白 A 渊Con A袁 终浓度为 5 滋g/ 滋l冤遥
37 益 5% CO2培养箱中培养 56 h后袁 每孔加入 0.5 mCi
氚标记的胸腺嘧啶核苷袁 继续培养 12耀16 h袁 将淋巴细
胞收集到玻璃纤维膜上袁 依次用 PBS 渊pH 7.2冤尧 5%
三氯醋酸和无水乙醇洗涤细胞各 3次袁 茁液烁计数器
计数液闪仪 渊LS6500型袁 美国贝克曼公司冤 测定脉
冲指数 渊counts per minute袁 cpm冤遥

7 统计学分析
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应用 SPSS11.5统计软件对数据进行 t检验遥
结 果

1 TSP2HD基因的合成
采用重叠 PCR法袁 经过 3轮扩增袁 获得长约 228

bp的片段 渊图 1冤遥 使用普通 Taq DNA聚合酶在此合
成片段 5忆端加上 野A冶尾巴后进行 TA克隆和 DNA测
序 袁 测序结果与日本血吸虫 TSP2HD 基因序列
渊EF634060冤完全一致袁 说明此次 TSP2HD基因合成成功遥

2 重组表达质粒的构建尧 融合蛋白质表达与纯化
含重组质粒 TSP2HD鄄PG的 E. coli BL21经 IPTG

诱导能表达约 Mr 34 000 GST鄄TSP2HD融合蛋白袁 而
只含表达质粒 pGEX鄄4T鄄3 的细菌只表达 Mr 26 000
GST蛋白袁 空白宿主菌无额外的表达蛋白带 渊图 2冤遥

纯化 GST鄄TSP2HD融合蛋白经凝血酶切割袁 得到
相对分子质量约Mr 8 500的纯化 TSP2HD蛋白 渊图 3冤遥

3 重组 TSP2HD蛋白的免疫原性分析
分别以血吸虫病患者血清和血吸虫重感染兔血清

作为一抗袁 与纯化的重组 TSP2HD蛋白进行 Western
blotting 鉴定袁 以健康人和健康兔血清为阴性对照遥
结果显示袁 重组蛋白TSP2HD在约 Mr 8 500与血吸虫
病患者血清和血吸虫重感染兔血清均有一特异性反应

条带袁 而与健康人及健康兔血清无特异反应 渊图 4冤袁
说明重组 TSP2HD蛋白有较好的免疫反应性遥

纯化重组 TSP2HD蛋白对日本血吸虫感染小鼠脾
细胞进行淋巴细胞增殖试验袁 对照组 cpm值为 358.0依
56.3袁 而实验组为 4 508.0依866.2袁 两者差异有统计
学意义渊P<0.01冤渊表 1冤袁 表明重组 TSP2HD蛋白能有
效刺激感染小鼠脾细胞增殖袁 有较好的免疫原性遥

M院 蛋白质标志物袁 1尧 2尧 3院 纯化的重组 TSP2HD蛋白产物遥
M院 Protein marker袁 1袁 2袁 3院 Purified product of the recombinant TSP2HD.

图 3 TSP2HD蛋白纯化
Fig.3 Purification of TSP2HD
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M院 DNA标志物袁 1院 合成的 TSP2HD全长 PCR片段遥
M院 DNA marker袁 1院 The full length of synthesized TSP2HD.

图 1 TSP2HD基因合成
Fig.1 Gene synthesis of TSP2HD

M院 蛋白质标志物袁 1院 E. coli BL21 渊DE3冤袁 2院 含重组表达质粒
TSP2HD鄄PG的细菌表达产物袁 3院 含质粒 pGEX鄄4T鄄3的细菌表达产物遥
M院 Protein marker袁 1院 E. coli BL21 渊DE3冤袁 2院 Expression product
of bacteria containing recombinant plasmid TSP2HD鄄PG袁 3院 Expression
product of bacteria containing plasmid pGEX鄄4T鄄3.

图 2 TSP2HD基因在E. coli中的融合表达产物
Fig.2 The fusion expression product of TSP2HD gene in

E. coli BL21 渊DE3冤
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M院 蛋白质标志物袁 1院 健康兔血清袁 2院 重感染兔血清袁 3院 健康
人血清袁 4院 血吸虫感染患者血清遥
M院 Protein marker袁 1院 Sera of healthy rabbits袁 2院 Sera of infected
rabbits袁 3院 Sera of healthy persons袁 4院 Sera of schistosomiasis patients.

图 4 重组 TSP2HD蛋白Western blotting 分析
Fig.4 Western blotting analysis of the recombinant TSP2HD
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血吸虫病疫苗是未来能长效预防血吸虫感染的一种
潜在手段咱6暂袁 已成为国内外研究者关注的热点袁 获得有
效的血吸虫病疫苗候选分子是研制高效疫苗的关键遥
在血吸虫的生长发育过程中袁 血吸虫的外分泌蛋

白及膜结合蛋白发挥了重要的作用袁 如激素尧 受体功
能遥 选择有激素尧 受体功能的分子作为血吸虫病疫苗
候选分子可起到双重抗血吸虫保护作用袁 一方面可以
通过抑制这些分子的生理功能而阻滞血吸虫的生长发
育过程袁 另一方面可以通过免疫病理作用杀灭血吸虫遥
使用信号序列捕捉技术筛选生物体内带有信号序

列的蛋白分子基因袁 是获得生物的外分泌蛋白尧 膜结
合蛋白分子基因的有效手段咱7暂遥 本课题组曾采用信号
序列捕捉技术筛选日本血吸虫童虫的外分泌蛋白与
膜结合蛋白分子基因袁 获得了一批日本血吸虫童虫
的外分泌蛋白尧 膜结合蛋白分子基因咱8暂袁 对这些分子
的进一步研究将有助于筛选出可作为血吸虫病疫苗的
候选分子遥
曼氏血吸虫的四跨膜蛋白渊TSP冤是存在于血吸虫

各个阶段渊除虫卵以外冤体表的受体蛋白咱9暂袁 虽然其功
能尚不十分清楚袁 但已被证明是一个新的有效的血吸
虫病疫苗候选分子咱7袁8暂遥 由于日本血吸虫与曼氏血吸虫
存在种系的差别袁 日本血吸虫与曼氏血吸虫的 TSP
分子结构虽然很相似袁 但两者基因序列有一定差异袁
氨基酸同源性为 72%袁 日本血吸虫 TSP 的功能袁 尤
其是其免疫原性的研究尚无报道遥 本研究根据日本血
吸虫 TSP 分子开放阅读框的基因序列袁 采用重叠
PCR方法袁 人工合成编码 TSP分子的第 2亲水肽段
渊TSP2HD冤基因序列袁 测序结果表明人工合成的 DNA
序列与天然基因序列完全一致袁 说明本研究的基因合
成策略是有效的遥
将 TSP2HD基因插入表达载体 pGEX鄄4T鄄3构建重

组表达质粒袁 经 IPTG诱导进行融合蛋白的表达袁 采
用 GST亲和层析方法获得可溶性融合重组蛋白袁 对

重组蛋白用凝血酶进行切割袁 获得纯化的重组
TSP2HD蛋白遥 免疫原性研究表明重组表达的 TSP2HD
蛋白能与血吸虫重感染兔血清及血吸虫病患者血清反
应袁 而不被健康兔血清和健康人血清识别袁 说明免疫
反应性好袁 提示重组 TSP2HD 蛋白中存在与天然
TSP2HD蛋白相似的 B细胞表位遥 本研究结果还表明袁
重组 TSP2HD蛋白能显著刺激血吸虫感染小鼠脾细胞
增殖袁 说明 TSP2HD蛋白中可能存在天然的 T细胞表
位袁 这一结果亦间接证实重组曼氏血吸虫 TSP2HD蛋
白诱导高水平保护性作用的机制与免疫反应相关袁 预
示重组日本血吸虫 TSP2HD蛋白亦可能是一个有效的
抗血吸虫感染疫苗候选分子遥
本研究成功地表达了日本血吸虫 TSP2HD 蛋白袁

重组 TSP2HD蛋白可通过亲和层析大量制备袁 并具有
与天然蛋白相似的免疫原性袁 为进一步研究其用于血
吸虫病疫苗候选分子的价值提供了依据遥
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表 1 两组小鼠脾脏 T淋巴细胞增殖反应的比较 渊cpm值冤
Table 1 Comparison of T lymphocyte proliferative response in

murine spleen of the two groups (cpm value)

组别 Group
对照组 Control group
实验组 Experiment group

Con A
4 619.4依707.2
4 637.9依806.2

TSP2HD
358.0依56.3

4 508.0依866.2*

cpm 值 cpm value

注院 * 与对照组比较袁 P<0.01遥
Note院 * Compared with control group袁 P<0.01.
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