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Abstract
BACKGROUND
Semen pharbitidis can be used for the treatment of constipation; 
however, the specific pharmacological effect and mechanism of 
its main pharmacological active ingredient pharbitis nil extract 
(PN) on functional constipation (FC) are still not clear.

AIM
To investigate the regulatory effect of PN on constipation 
symptoms, intestinal motility, colonic myoelectric activity, 
colonic tissue morphology, intestinal microflora and 
neurotransmitters in FC rats.

METHODS
A rat model of FC was established by intragastric administ-
ration of loperamide (Lop) and then treated with PN. The 
number of fecal pellets within 6 h, fecal water content, 
intestinal transit rate, and colonic myoelectric activity were 
observed and recorded. The alteration of intestinal flora was 
measured by polymerase chain reaction-denaturing gradient 
gel electrophoresis (PCR-DGGE). Hematoxylin-eosin (H&E) 
staining was used to detect the morphological changes of 
colon tissues. The expression levels of vasoactive intestinal 
peptide (VIP), substance P (SP), and 5-hydroxytryptamine 
(5-HT) were determined by enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA).

RESULTS
PN could significantly increase the fecal pellet count and 
water content within 6 h, accelerate the intestinal ink 
propelling rate, and decrease the frequency and amplitude 
variation of colon myoelectric activity in FC rats. H&E 

牵牛子提取物改善洛哌丁胺所致的大鼠功能性便秘和肠
道菌群失调

陈肖敏, 王 煦, 陈苗苗
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staining showed that PN improved the colon histological 
changes induced by Lop. PCR-DGGE demonstrated that PN 
rectified the abundance of Bacteroidetes and Verrucomicrobia 
and increased the abundance of Lactobacillaceae and 
Bifidobacteriaceae in FC rats. ELISA showed that PN 
significantly increased the SP and 5-HT expression and 
decreased the expression of VIP in colon tissues of FC rats.

CONCLUSION
PN alleviates FC caused by Lop and improves intestinal 
microflora and intestinal nervous system.

© The Author(s) 2022. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
牵牛子可用于便秘的治疗,而其主要的药理活性成分
-牵牛子提取物(pharbitis nil extract, PN)对功能性便秘
(functional constipation, FC)的具体的药理作用及机制
并不清楚.

目的
研究PN对FC大鼠便秘症状、小肠动力、结肠肌电活
动、结肠组织形态、肠道菌群以及神经递质的影响. 

方法
采用盐酸洛哌丁胺(loperamide, Lop)灌胃法构建FC
大鼠模型, 并给予PN进行治疗. 观察并记录大鼠给药
6 h内粪便粒数、粪便含水率、小肠推进率和结肠肌
电活动;聚合酶链反应变性梯度凝胶电泳(polymerase 
chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis, 
PCR-DGGE)法检测大鼠肠道菌群的变化情况; 苏木
精-伊红(hematoxylin-eosin, H&E)染色检测大鼠结肠
组织的形态学变化; 酶联免疫吸附试验(enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)检测大鼠结肠中P物质
(substance P, SP)、血管活性肠肽(vasoactive intestinal 
peptide, VIP)和5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)的
表达水平. 

结果
PN可显著增加FC大鼠6 h内的粪便粒数和粪便含水
量; 增快肠道墨汁推进率; 降低结肠肌电频率和振幅
变异程度. H&E结果显示, PN可改善Lop所致的结肠

组织形态学改变. PCR-DGGE的检测结果显示, PN可
调整FC大鼠肠道内拟杆菌门和疣微菌门的表达, 升高
乳杆菌科以及双歧杆菌科的表达丰度. ELISA结果显
示, PN可显著上调FC大鼠结肠组织中SP和5-HT的表
达, 下调VIP的表达水平. 

结论
PN可缓解Lop所致的FC并改善肠道菌群和肠神经系
统.

© The Author(s) 2022. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 牵牛子提取物; 功能性便秘; 肠道菌群; 肠神经系

统

核心提要: 牵牛子提取物可缓解洛哌丁胺所致的功能性

便秘大鼠的便秘症状, 促进便秘大鼠的肠道蠕动, 降低结

肠肌电活动, 并改善结肠组织形态、肠道菌群失衡和肠

神经系统失调.

文献来源: 陈肖敏, 王煦, 陈苗苗. 牵牛子提取物改善洛哌丁胺所致的大鼠

功能性便秘和肠道菌群失调. 世界华人消化杂志 2022; 30(5): 223-229 

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v30/i5/223.htm  
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0  引言

功能性便秘(functional constipation, FC)是一种常见的慢

性胃肠功能紊乱性疾病, 主要是指排除全身及胃肠道器

质性病变而引发的排便次数减少、排便困难以及便不

尽感等为主要表现的一种消化系统多发病[1]. 便秘不仅

会导致肛裂、痔疮等肛周病变的发生, 严重影响患者的

生活质量及身心健康[2]. 甚至有研究[3,4]提示, 长期慢性便

秘可诱发心血管事件, 增加肠癌等疾病的发病风险. 肠
道微生态以及脑肠轴等胃肠病学新概念为探究FC的病

因和治疗手段提供了新的思路. 且研究证实肠道菌群紊

乱与FC的发生发展互为因果, 便秘人群中普遍存在肠道

菌群失调, 表现为有益菌数量减少, 有害菌数量增多; 有
害菌的大量繁殖又会进一步破坏肠粘膜的保护功能, 加
重便秘[5-7]. 中医的整体观念与肠道的微生态平衡在理论

上有着异曲同工之妙, 都是强调整体性和动态平衡; 故
中医中药在治疗便秘上有着独特的优势且中药材中的

一些生物活性成分被证实可防治便秘[8,9]. 牵牛子是旋

花科植物裂叶牵牛或圆叶牵牛的干燥成熟种子, 常用于

治疗二便不通、虫积腹痛以及水肿胀满等[10]. 药理作用

研究显示, 牵牛子具有抑菌泻下、抗炎、抑制肿瘤细胞

生长等多种作用[11,12]. 为研究牵牛子对功能性便秘的是

否具有治疗作用, 本研究采用大鼠洛哌丁胺(loperamide, 
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Lop)致便秘模型观察牵牛子提取物(pharbitis nil extract, 
PN)对功能性便秘症状、肠道菌群平衡和肠神经系统的

影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 BL-420S生物机能实验系统(成都泰盟科技有

限公司), 电热恒温干燥箱(南京苏恩瑞干燥设备有限公

司), JY-SPCT水平琼脂糖凝胶电泳仪(北京君意东方电泳

设备有限公司), JY04S-3C凝胶成像系统(辽宁赛亚斯科

技有限公司), Axioplan 2 imaging E显微镜(德国Carl Zeiss 
AG公司), ELx808酶标仪(美国Bio-Tek公司). 

血管活性肠肽(vasoactive intestinal peptide, VIP)、
P物质(substance P, SP)和5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 
5-HT)酶联免疫吸附试验(enzyme linked immunosorbent 
assay, ELISA)检测试剂盒(南京建成生物工程研究所), 苏
木精-伊红(hematoxylin-eosin, H&E)染色试剂盒(广州赖

德生物技术有限公司), E.Z.N.A.® Stool DNA试剂盒(美国

Omega Bio-tek公司), 盐酸洛哌丁胺胶囊(西安杨森制药

有限公司). 
1.2 方法 实验动物及分组处理: 35只SPF级雄性SD大鼠

(200 g±20 g)购自浙江维通利华实验动物技术有限公司

[SCXK(浙)2019-0001]. 实验动物均饲养在SPF级动物房

内, 室温(23±1) ℃, 湿度65%-75%, 12 h光暗循环. 适应性

饲养7 d后, 将其按照随机数表法分为对照组(每天灌胃

等体积的生理盐水, Ctrl, 11只), 模型组(3 mg•kg-1•d-1 Lop
灌胃两周, Lop, 12只)和实验组(在Lop灌胃的第2周起, 增
加1.5 g•kg-1•d-1 PN灌胃, Lop+PN, 12只). 

(1)排便实验: 给药方案结束后, 将各组大鼠置于代

谢笼中自由活动6 h, 收集并记录6 h内大鼠粪便颗粒的

数量. 称取并记录粪便重量(湿重), 而后将粪便于60 ℃
干燥12 h后再次称重(干重). 粪便含水量 = (湿重-干重)/
湿重×100%. 

(2)小肠推进率检测(墨汁推进法): 给药方案结束后, 
各组大鼠均灌胃墨汁2 mL, 6 h后麻醉处死大鼠, 打开腹

腔, 取出上至幽门下至回盲部的肠管, 平置于桌面上轻

轻拉成, 测量墨汁推进长度(cm)和小肠的总长度(cm). 
墨汁推进率 = 墨汁推进长度/小肠总长度×100%. 

(3)结肠肌电检测: 各组大鼠麻醉后取仰卧位固定

于鼠台上, 腹部局部消毒备皮后, 沿腹部正中线做纵行

切口, 充分暴露回盲部. 将银丝电极的一端放置于距盲

肠2 cm处的结肠平滑肌肌层内; 另一端置于距离0.5 cm
处, 之后缝合固定. 将导线接入生物机能实验系统进行

结肠肌电测定. 系统参数设置: 标准电压2 mv•cm-1, 高
频滤波10 Hz, 时间常数3 s, 连续记录1 h. 实验结果以3 
min为一个时间段, 统计慢波频率和振幅的均数、标准

差及变异系数. 频率变异系数=频率标准差/频率均值

×100%; 振幅变异系数=振幅标准差/振幅均值×100%. 
(4)肠道微生态实验: 各组大鼠处死后, 经无菌容

器收集盲肠内粪便, 并依据E.Z.N.A.® Stool DNA试剂

盒说明书提取粪便DNA, 之后用1%琼脂糖凝胶电泳检

测所提DNA的浓度及纯度. 以所提的DNA为模板, 选
择16S rDNA V3V4可变区序列作为靶标进行扩增和测

序. 之后再进行变性梯度凝胶电泳(denatured gradient 
gel electrophoresis, DGGE), 并经凝胶成像系统鉴定和分

析粪便样本中微生物菌群的组成和差异. 引物为带有

barcode的通用上游(338F)和下游(806R)引物. PCR反应

条件为: 94 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s; 72 ℃ 30 s, 共30个循环. 反
应结束后用1%琼脂糖凝胶电泳检测并回收聚合酶链反

应(polymerase chain reaction, PCR)产物, 并送样品至广

州永诺生物科技有限公司进行测序和分析. 
(5)H&E染色: 麻醉后处死各组大鼠, 打开腹腔并解

剖分离结肠组织. 取一部分经PBS清洗后置于4%福尔马

林缓冲液中固定24 h, 脱水透明后, 石蜡包埋大鼠结肠

组织, 并将组织切为5 μm厚的石蜡切片. 所得切片烤片

后置于二甲苯中脱蜡, 并经梯度乙醇至水化处理. 然后

按照H&E染色试剂盒说明书步骤, 对切片先后进行苏

木精和伊红染液染色. 最后常规进行脱水、透明及封片

后, 于显微镜下观察结肠组织的形态学特征. 
(6)ELISA: 取各组大鼠结肠组织加冰生理盐水后, 

于冰上用匀浆器匀浆, 1500 rpm、4 ℃离心15 min, 收集

上清液, 依据试剂盒操作说明书检测组织中VIP、SP和
5-HT的含量. 

统计学处理 数据以平均数±标准差(mean±SD)
表示, 使用GraphPad Pr i sm 9.2软件进行统计学分

析. 多组数据间比较采用单因素方差分析(one-way 
ANOWA). P <0.05认为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 PN对便秘大鼠肠功能的影响 在排便观察的6 h内, 
与对照组比较, Lop组大鼠的粪便粒数(图1A)、粪便含

水率(图1B)和小肠推进率(图1C)均显著降低(P<0.05); 与
Lop组比较, Lop+PN组大鼠粪便粒数(图1A)、粪便含水

率(图1B)和小肠推进率(图1C)则显著升高(P<0.05). 结肠

肌电检测结果显示(表1)显示, 与对照组比较, Lop组大鼠

结肠慢波频率显著减慢, 同时频率和振幅的变异系数均

显著升高; 与Lop组比较, 灌服PN显著增快结肠慢波频

率,降低频率和振幅的变异系数. 
2.2 PN对便秘大鼠肠道菌群的影响 各组大鼠粪便的

PCR-DGGE菌群指纹图谱和相似性聚类分析结果如图2
所示, DGGE图中每个泳道中不同条带代表了不同的菌
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群, 条带的亮度则可以反映菌群含量. 指纹图谱的结果

显示(图2A), 相较于Ctrl组, Lop组大鼠肠道菌群种类显著

减少, 而灌服PN可部分恢复肠道菌群的多样性. 相似性

聚类分析的结果显示(图2B), Lop组大鼠的肠道菌群单独

归为一类, 而Ctrl组和Lop+PN组归为一类; 说明灌服PN
之后, 大鼠的肠道菌群结构与功能性便秘组之间存在显

著差异. 16S rDNA测序结果显示, 各组大鼠的肠道菌群

基本是由四个菌门组成(图2C), 相较于Ctrl组, Lop组大鼠

     

表  1  PN对功能性便秘大鼠结肠肌电活动的影响

组别 例数 慢波频率 (次数/min) 慢波频率变异系数(%) 慢波振幅(mv) 慢波振幅变异系数(%)

Ctrl 11 12.14±1.36 14.29±1.31 0.97±0.12 13.36±1.45

Lop 12    6.52±1.07a  31.57±6.85c 1.63±0.71    47.65±10.33e

Lop+PN 12  10.48±1.23b  10.07±3.28d 0.93±0.14 11.69±1.74f

数据表示为mean±SD, aP<0.05, cP<0.05, eP<0.05 vs  Ctrl组; bP<0.05, dP<0.05, fP<0.05 vs  Lop组. Ctrl: 对照; Lop: 洛哌丁胺; PN: 牵牛子提取物.

图  1  PN对功能性便秘大鼠肠功能的影响. A: 粪便颗粒计数; B: 粪便含水量; C: 肠道推进率. Ctrl组(n = 11), Lop组(n = 12), Lop+PN组(n = 12). 数

据表示为mean±SD, aP<0.05, cP<0.05, eP<0.05 vs  Ctrl组; bP<0.05, dP<0.05, fP<0.05 vs  Lop组. Ctrl: 对照; Lop: 洛哌丁胺; PN: 牵牛子提取物.

图  2  PN对功能性便秘大鼠肠道菌群的影响. A: 聚合酶链反应变性梯度凝胶电泳检测的菌群指纹图谱; B: 相似性聚类分析; C: 门类丰度; D: 

科属丰度. Ctrl: 对照; Lop: 洛哌丁胺; PN: 牵牛子提取物.

A B C
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的拟杆菌门的表达丰度升高, 而厚壁菌门和疣微菌门的

表达丰度降低; 灌服PN后, 拟杆菌门和疣微菌门的丰度

有一定程度的恢复. 从科分类水平分析(图2D), 相较于

Lop组, 灌服PN可显著增加大鼠肠道内乳杆菌科和双歧

杆菌科的表达丰度. 
2.3 PN对便秘大鼠结肠组织学形态影响 H&E染色(图3)
结果显示, 与对照组相比, Lop组大鼠结肠肌层明显变薄, 
肠绒毛排列紊乱, 杯状细胞数量减少; 灌服PN可显著改

善这一变化, 肌层增厚且肠绒毛排列趋向正常, 杯状细

胞数量也有一定程度的恢复. 
2.4 PN对便秘大鼠结肠组织中SP、VIP和5-HT表达的

影响 ELISA的检测结果显示, 与对照组比较, Lop组大鼠

结肠组织中SP和5-HT(图4A和C)水平显著降低, VIP(图
4B)水平显著升高; 与Lop组比较, 灌服PN可显著上调便

秘大鼠结肠组织中SP和5-HT水平(图4A和C)的, 并显著

下调VIP水平(图4B). 

3  讨论

牵牛子是一种临床常用的传统中药, 其功效繁多, 可用

于消化不良和便秘的治疗. 本研究的结果也证实, PN能

促进Lop致功能性便秘大鼠的排便, 增加粪便含水量; 此
外, PN还可增加小肠推进率, 增快结肠收缩频率. 这些结

果提示, PN可促进肠蠕动, 缓解便秘. 
寄生于肠道的微生物种类繁多, 数量庞杂, 彼此依

存并互相制约, 维持动态平衡, 在此基础上调节肠道的

功能以确保正常的生理机能[13]. 当内外环境发生变化导

致菌群失调, 打破正常的生态平衡就会诱发或加重相关

的肠道疾病, 功能性便秘即是其中之一, 同样修复肠道

菌群失调能减轻功能性便秘的严重程度. 对便秘患者和

正常人群肠道微生物的分析显示, 功能性便秘患者肠道

中益生菌的数量显著降低[5-7]. Liang等[14]的研究提示, 在
门水平上, Lop致便秘小鼠肠道中拟杆菌门丰度增加; 在
属水平上, 便秘小鼠肠道中的拟杆菌属、Alistipes菌以

及副拟杆菌属(Parabacteroides)等9种菌的表达丰度降低, 
而乳杆菌属的表达丰度升高. 本研究的结果显示灌服PN
可部分恢复便秘大鼠肠道中拟杆菌门和疣微菌门的丰

度, 增加乳杆菌科和双歧杆菌科的表达. 其中拟杆菌是

正常肠道中的优势菌, 乳杆菌科和双歧杆菌科均是肠道

图  4  PN对功能性便秘大鼠结肠组织中SP、VIP和5-HT水平的影响. A: SP水平; B: VIP水平; C: 5-HT水平. Ctrl组(n  = 11), Lop组(n  = 12), 

Lop+PN组(n  = 12). 数据表示为mean±SD, aP<0.05, cP<0.05, eP<0.05 vs  Ctrl组; bP<0.05, dP<0.05, fP<0.05 vs  Lop组. Ctrl: 对照; Lop: 洛哌丁胺; 

PN: 牵牛子提取物; SP: P物质; VIP: 血管活性肠肽; 5-HT: 5-羟色胺.

图  3  PN对功能性便秘大鼠结肠组织学形态的影响. Ctrl: 对照; Lop: 洛哌丁胺; PN: 牵牛子提取物.
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中的有益微生物[15,16], 其表达上调侧面说明PN可改善肠

道微生态, 缓解便秘; 但肠道菌群对PN的代谢具体有何

影响及两者之间的相互作用还有待进一步的研究. 
随着对便秘病因病机的深入研究, 其与肠神经系统

之间的关系日渐受到关注. 其中, SP、VIP以及5-HT等均

是已被证实与胃肠道蠕动密切相关的神经递质[17,18]. 其
中SP是一种重要的兴奋性神经递质, 可通过传导内脏痛

觉、刺激壁内神经从以及促进消化道平滑肌收缩等方

式促进胃肠蠕动[17,19]. 5-HT是广泛存在于神经系统及消

化系统的一种兴奋性递质, 可通过与相应的受体结合, 
调控胃肠道运动及胃肠激素的分泌[18,20]. VIP既是胃肠激

素也是抑制性神经递质, 可扩血管、松弛肠道平滑肌, 
减慢肠道推进型蠕动[21,22]. 本研究发现, 灌服PN可显著

上调便秘大鼠结肠组织中SP和5-HT的表达, 并显著下调

VIP表达. 这些结果显示, PN改善便秘症状的作用可能与

上调兴奋性神经递质SP、5-HT和下调抑制性神经递质

VIP相关. 

4  结论

综上所述, PN可缓解Lop所致的FC大鼠的便秘症状, 促
进便秘大鼠的肠道蠕动,降低结肠肌电活动, 并改善结肠

组织形态、肠道菌群失衡和肠神经系统失调. 

文章亮点

实验背景

功能性便秘指排除器质性便秘之外的主要由胃肠功能

紊乱所引起的便秘, 严重影响患者的生活质量. 目前临

床常用的药物虽对功能性便秘症状有改善作用, 但部分

药物存在心血管不良的副作用且不能根治停药后易复

发.

实验动机

牵牛子具有泻下、利尿、消肿和抗炎的作用, 而其对功

能性便秘的具体药理作用和机制并不完全清楚.

实验目标

探索牵牛子提取物对功能性便秘大鼠的改善作用及其

初步机制.

实验方法

将大鼠分为对照组、模型组和牵牛子提取物治疗组. 观
察各组大鼠的排便情况并测定各组大鼠的小肠运动、

大肠肌电活动、结肠组织形态、肠道菌群以及神经递

质.

实验结果

牵牛子提取物增加功能性便秘大鼠的排便和粪便含水

量, 增强小肠运动, 降低结肠的慢波的频率和振幅的变

异程度, 改善结肠组织形态学和肠道菌群失调, 并增加

结肠组织中P物质和5-羟色胺水平, 降低血管活性肠肽

水平. 

实验结论

牵牛子提取物可通过促进肠蠕动, 修复肠道菌群失调, 
上调兴奋性神经递质P物质和5-羟色胺以及下调抑制性

神经递质血管活性肠肽, 进而缓解大鼠功能性便秘. 

展望前景

牵牛子提取物有望成为功能性便秘的潜在治疗药物.
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《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左顶格写, 后空1

格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相关研究的关系. (2)材料和

方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描述, 以前发表过的方法引用参考文献

即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. (3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中

应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 

表应有表序和表题, 并有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公

知通用缩写应在表注中说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以

使其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一个注解

分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、○、■、□、

▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第

3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”

代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表

达. 黑白图请附黑白照片, 并拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 

cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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