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缺氧缺血性脑损伤新生大鼠松果体
钟基因表达的变化
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　　［摘　要］　目的　观察缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）新生大鼠松果体中ＣＬＯＣＫ、
ＢＭＡＬ１蛋白表达的变化，探讨钟基因表达异常在 ＨＩＢＤ导致的昼夜节律紊乱中的作用。方法　７２只７日龄新生
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为假手术组与ＨＩＢＤ模型组，每组３６只。采用改良 Ｌｅｖｉｎｅ法建立 ＨＩＢＤ模型，用 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ方法测定两组新生大鼠术后０、２、１２、２４、３６、４８ｈ松果体中ＣＬＯＣＫ、ＢＭＡＬ１蛋白水平。结果　ＨＩＢＤ模型组
松果体的ＣＬＯＣＫ及ＢＭＡＬ１蛋白表达水平在ＨＩＢＤ后４８ｈ高于假手术组（Ｐ＜０．０５），在０、２、１２、２４、３６ｈＣＬＯＣＫ及
ＢＭＡＬ１蛋白表达水平与假手术组相比差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＨＩＢＤ新生大鼠松果体中ＣＬＯＣＫ和
ＢＭＡＬ１蛋白在损伤４８ｈ后有显著升高，提示两者可能共同参与缺氧缺血时昼夜节律紊乱的发生。
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１２，２４ａｎｄ３６ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＬｅｖｅｌｓｏｆＣＬＯＣＫａｎｄＢＭＡＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｐｉｎｅａｌｇｌａｎｄ
ｏｆｒａｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒＨＩＢＤ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｂｏｔｈＣＬＯＣＫａｎｄＢＭＡＬ１ｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｃｉｒｃａｄｉａｎｄｉｓｏｒｄｅｒｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈＨＩＢＤ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（１）：６２－６６］
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　　新生儿缺氧缺血性脑病（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎ
ｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是围产期缺氧导致的缺氧缺血性脑
损伤性疾病，它不仅威胁着新生儿的生命，而且存活

者也有可能表现出精神运动发育障碍和睡眠－觉醒
周期紊乱等问题，严重影响患儿的生存质量。二十多

年前，国外研究发现，缺氧会对生物节律造成影响，并

认为这种对昼夜节律的调节作用主要发生在分子水

平。机体在缺氧的情况下，可产生活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），后者可破坏细胞膜、ＤＮＡ和蛋
白质，调节一系列基因的转录［１］。ＲＯＳ也可影响生物
钟，其变化可改变转录因子 ＢＭＡＬ１蛋白的表达［２］。

此外，实验发现缺氧可显著上调钟基因（Ｃｌｏｃｋ）ｍＲＮＡ
的表达，以缺氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒα，
ＨＩＦ１α）为桥梁可以通过与 ＣＬＯＣＫ／ＢＭＡＬ１形成功
能性的结合物来干预昼夜节律［３］，提示生物钟系统的

紊乱亦可能参与ＨＩＢＤ的发病。Ｃｌｏｃｋ基因和Ｂｍａｌ１

·２６·
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基因是核心的钟基因，且与缺氧、缺血密切相关，其蛋

白的合成能较好地反映生物钟系统的功能状况。研

究表明，缺氧可以导致大鼠和人类的睡眠 －觉醒障
碍，缺氧后的脑损伤可严重破坏新生儿正常的生物节

律［４］。而在临床上，由窒息导致的缺氧缺血性脑损伤

的新生儿中也存在睡眠－觉醒周期颠倒的表现，提示
ＨＩＢＤ的发病机制可能与生物钟系统相关。本实验旨
在通过观察ＨＩＢＤ新生大鼠松果体中ＣＬＯＣＫ蛋白和
ＢＭＡＬ１蛋白合成的变化，研究松果体钟基因功能改
变在ＨＩＢＤ时昼夜节律紊乱中的意义。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
７８只无特定病原体级别的７日龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗ

ｌｅｙ（ＳＤ）新生大鼠［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７
０００５］由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供，
雌雄不限，体重１５～２０ｇ。在光照 －黑暗交替条件
下饲养，由母鼠自由哺养。凡同一窝新生大鼠须随

机分配到模型组和假手术组中，每组３６只；２组新
生大鼠建立模型后 ４８ｈ内按 ０、２、１２、２４、３６、４８ｈ
６个时间点，每组各取６只大鼠进行实验。另随机
取６只７日龄新生ＳＤ大鼠作为对照组，正常饲养，
不做任何处理，仅作为 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ时实验条件控
制，不进行数据分析。

１．２　仪器与试剂
常压低氧舱（上海儿科研究所陈惠金等［５］研

制）；８％氮氧混合气（上海基量标准气体有限公
司）；ＭＴ０１型氧气浓度监测仪（南京明通医疗仪器
有限责任公司）；－６０℃超低温冰箱（日本 ＳＡＮＹＯ
公司）；电泳系统（１７０３９３０ＭｉｎｉＴｒａｎｓＢｌｏｔＥｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｔｉｃＴｒａｎｓｆｅｒＣｅｌｌ，美国 ＢＩＯＲＡＤ公司）；蛋白提
取试剂盒（英国 ＢＩＰＥＣＢＩＯＰＨＡＲＭＡ公司）；ＣＬＯＣＫ
多克隆一抗及二抗及 ＢＭＡＬ１多克隆一抗及二抗
（ＳＡＮＴＡＣＴＵＺ公司）；ＧＡＰＤＨ一抗及二抗（康城生
物工程公司）；一抗及二抗稀释液、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ一抗
及二抗去除液、ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ（ＢＥＹＯＴＩＭＥ生物技
术公司）；ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１．３　模型制作与采样

模型制作参照改良 Ｌｅｖｉｎｅ法制作 ＨＩＢＤ模
型［６］，在颈部正中作１ｃｍ左右的纵型切口，分离出左
颈总动脉，以３０号丝线双层永久性结扎，缝合切口，
手术结束后将大鼠放在３２℃暖箱中恢复１～２ｈ，然
后进入３２℃密闭常压低氧舱，给予湿化的８％氮氧
混合气２ｈ，流量为１．５Ｌ／ｍｉｎ，模型制作完毕后回母

鼠身边饲养。假手术组在制作模型时仅分离出左颈

总动脉，不予结扎，缝合皮肤后放入相同恒温箱中饲

养，不予低氧处理。

参照Ｋｕｓｚａｋ法［７］摘除松果体，动物短暂乙醚麻

醉后俯卧在冰台上，在头顶两耳根之间切开皮肤，以

矢状缝为纵轴剪开颅顶骨及硬脑膜，用眼科镊轻提

起联合窦、矢状窦静脉并与脑平面成４５～６０度角，
用另一眼科镊从联合窦下取出松果体，放在冰上预

冷的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，－６０℃冰箱保存备用。
１．４　蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ过程

将保存的松果体组织从低温冰箱中取出后置冰

上，按照试剂盒说明书操作，两次上清液混匀后至

－６０℃冰箱保存。将所有蛋白样品调至等浓度，按
比例加入５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，沸水浴５～７ｍｉｎ；采用
１０％分离胶，上样后先用６５Ｖ电压电泳，待蛋白到浓
缩胶和分离胶交界处时改为９０Ｖ电压，当蛋白已经
到达分离胶的２／３处时电泳结束。１００Ｖ恒压转膜
１．５ｈ；取下膜，５％脱脂奶粉摇床封闭 ２ｈ，加入
１∶４００一抗，４℃过夜；弃去一抗液，ＴＢＳＴ漂洗４次，
每次１０ｍｉｎ；加入１∶１０００二抗摇床孵育１ｈ；弃去二
抗液，ＴＢＳＴ漂洗４次，每次１０ｍｉｎ；采用 ＢｅｙｏＥＣＬ
Ｐｌｕｓ暗室曝光。将曝光后的胶片用数码相机转换成
数字图像，在ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析系统进行
扫描分析，测定条带灰度值，以 ＧＡＰＤＨ作为内参照
作比值，半定量分析ＣＬＯＣＫ和ＢＭＡＬ１蛋白含量。
１．５　统计学分析

采用ＳＡＳ８．２统计软件对数据进行统计学分析。
计量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间均数比
较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＩＢＤ模型建立情况
假手术组和对照组实验大鼠活动情况基本良

好、食欲旺盛、营养状况佳。大鼠ＨＩＢＤ模型制作前
均肤色红润、活动自如、呼吸均匀，缺氧结束后动物

普遍全身苍白、呼吸浅慢、自主活动减少、阵发性抽

搐、对外界刺激反应迟钝。缺氧结束回笼１～２ｈ后
多数大鼠逐渐恢复。手术中及术后均无大鼠死亡。

２．２　各组松果体中ＣＬＯＣＫ蛋白含量的变化
模型组ＣＬＯＣＫ蛋白含量在 ＨＩＢＤ后４８ｈ高于

假手术组（Ｐ＜０．０５），０、２、１２、２４、３６ｈＣＬＯＣＫ蛋白
水平与假手术组相比差异均无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。见图１、表１。
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２．３　各组松果体中ＢＭＡＬ１蛋白含量的变化
模型组ＢＭＡＬ１蛋白含量在 ＨＩＢＤ后４８ｈ高于

假手术组（Ｐ＜０．０５），０、２、１２、２４、３６ｈＢＭＡＬ１蛋白

水平与假手术组相比差异均无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。见图２、表２。
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　　图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组不同时间点ＣＬＯＣＫ蛋白表达水平（ｎ＝６）　１：对照组；２、４、６、８、１０、１２：分别为假手术组
０、２、１２、２４、３６、４８ｈ时间点；３、５、７、９、１１、１３：分别为ＨＩＢＤ组０、２、１２、２４、３６、４８ｈ时间点。

表１　各组新生大鼠不同时间点松果体中ＣＬＯＣＫ的含量水平　（ｘ±ｓ）

组别 例数 ０ｈ ２ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ

假手术组 ６ １．００８±０．１１４ ０．６００±０．００７ ０．７９８±０．３８２ ０．５７８±０．５１３ ０．６２４±０．３２３ ０．２５０±０．０７９
模型组 ６ １．３３２±０．５１４ ０．７５４±０．２８６ ０．５６１±０．２５１ ０．６０４±０．４７１ ０．８１２±０．５０７ ０．７７７±０．１２２
ｔ值 ０．８７ ０．７６ －０．７３ ０．０５ ０．４４ ５．１４
Ｐ值 ０．４７５９ ０．５８６２ ０．５３９１ ０．９６２６ ０．７０１３ ０．０３５９
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　　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组不同时间点ＢＭＡＬ１蛋白表达水平（ｎ＝６）　１：对照组；２、４、６、８、１０、１２：分别为假手术组
０、２、１２、２４、３６、４８ｈ时间点；３、５、７、９、１１、１３：分别为ＨＩＢＤ组０、２、１２、２４、３６、４８ｈ时间点。

表２　各组新生大鼠不同时间点松果体中ＢＭＡＬ１的含量水平　（ｘ±ｓ）

组别 例数 ０ｈ ２ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ

假手术组 ６ １．０７±０．０８ １．０１±０．２３ ０．７６±０．１５ １．０２±０．１９ １．２２±０．０４ ０．５１±０．１４
模型组 ６ １．１７±０．１９ １．００±０．１３ １．０３±０．２８ ０．８３±０．２７ １．１１±０．１１ １．２２±０．１６
ｔ值 ０．６４ －０．０３ １．２２ －０．８４ －１．３８ ４．７２
Ｐ值 ０．５８８３ ０．９８０５ ０．３４７３ ０．４８９５ ０．３０１４ ０．０４２１

３　讨论

机体从分子、细胞、器官、系统乃至行为各种不

同水平的生命活动均按一定的时间顺序发生振荡性

变化，这种变化的节律称为生物节律（ｃｉｒｃａｄｉａｎ
ｒｈｙｔｈｍ）［８］。生物节律紊乱可引起多种疾病，如昼夜
节律紊乱可导致失眠等精神性疾病［９］，而采取合适

的昼夜光照疗法以及周期性运动锻炼可以加强和重

建正常生物节律，治疗临床上的一些神经、精神性疾

病［１０１１］。生物钟基因是指参与生物节律调节的一

些重要基因。哺乳动物的生物钟基因最早在下丘脑

视交叉上核（ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＣＮ）中发现，
称为中枢生物钟；其后在心脏、肝脏、肺脏、肾上腺及

淋巴细胞等外周器官组织也有发现，称为外周生物

钟。中枢生物钟通过自主神经网络、内分泌激素和

行为对外周震荡器组织进行信号传递和节律协

调［１２］。已发现的钟基因有 Ｂｍａｌ１、２，Ｃｌｏｃｋ，Ｐｅｒ１、２、
３，Ｃｒｙ１、２，Ｒｅｖｅｒｂα和 Ｄｂｐ等［１３］。其中，Ｃｌｏｃｋ、
Ｂｍａｌ１作为重要钟基因，其编码蛋白 ＣＬＯＣＫ和
ＢＭＡＬ１的具有 ｂＨＬＨＰＡＳ域的转录因子，通过“转
·４６·
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录－翻译－抑转录”反馈环输出节律，并使下游基
因Ｅｂｏｘ发生昼夜节律性的振荡，进而表现出昼夜
节律或作用于其他基因并使其发生昼夜节律性的表

达改变［１４］。

为了探讨新生大鼠 ＨＩＢＤ时松果体是否存在
ＣＬＯＣＫ和 ＢＭＡＬ１含量的变化，本实验复制 ＨＩＢＤ
模型，观察不同时间点 ＣＬＯＣＫ和 ＢＭＡＬ１蛋白含
量。结果表明，在假手术组和模型组新生大鼠松果

体中都存在 ＣＬＯＣＫ和 ＢＭＡＬ１，且 ＣＬＯＣＫ在 ＨＩＢＤ
后４８ｈ升高。推测其中可能的原因：（１）ＨＩＢＤ可
引起细胞膜通透性增加、氧自由基增多、钙超载、谷

氨酸的增加及血糖水平的变化等病理改变，其中血

糖水平可作为一种独立的因素影响机体的昼夜节

律，且 ＣｌｏｃｋｍＲＮＡ和 Ｂｍａｌ１ｍＲＮＡ的表达与血糖
水平呈正相关［１５］。ＨＩＢＤ３６ｈ后血糖水平开始升
高，故ＣｌｏｃｋｍＲＮＡ表达增加，相应 ＣＬＯＣＫ合成亦
增加。（２）缺氧缺血可以激活下丘脑－垂体－肾上
腺轴，升高神经肽 Ｙ（ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹ，ＮＰＹ）的水
平［１６］，从而增加ＣＬＯＣＫ的合成［１７］。（３）ＣＬＯＣＫ属
于ＰＡＳ蛋白家族，在缺氧情况下，ＨＩＦ１α可通过以
ＰＡＳ为基础的数个 ＨＩＦ作用位点［１８］介导 Ｃｌｏｃｋ的
转录激活。（４）机体缺氧时可通过改变细胞的氧化
还原状态，使活性氧生成减少，ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ／ＮＡＤ（Ｐ）的
比率增高。缺氧后 ＮＡＤ＋浓度升高，激活多功能的
ＮＡＤ＋依赖性的蛋白脱乙酰基酶（ｓｉｒｔｕｉｎｔｙｐｅ１，
ＳＩＲＴ１），影响 Ｃｌｏｃｋ的转录及蛋白合成［１９］。课题组

前期研究发现，新生大鼠松果体中ＣＬＯＣＫ的负性调
节因子Ｐｅｒ２ｍＲＮＡ在ＨＩＢＤ后２４ｈ开始下降，３６ｈ
降至低谷，并持续到 ４８ｈ［２０］，因此解除了对 Ｃｌｏｃｋ
转录的抑制效应，ＣＬＯＣＫ合成增加。

同时ＢＭＡＬ１在ＨＩＢＤ后２、１２、２４、３６ｈ水平较
假手术组无明显变化，而在４８ｈ时水平升高。推测
可能的原因：（１）ＢＭＡＬ１蛋白和 ＣＬＯＣＫ一样，与
ＨＩＦ１α都属于 ＰＡＳ蛋白家族，在缺氧情况下，ＨＩＦ
１α可能通过Ｂｍａｌ１启动子上存在的以 ＰＡＳ为基础
的数个ＨＩＦ作用位点，介导 Ｂｍａｌ１ｍＲＮＡ的转录激
活。（２）机体缺氧时可产生 ＲＯＳ，使细胞内的氧化
还原缓冲系统发生改变，从而改变 ＮＡＤＨ依赖性转
录因子 ＢＭＡＬ１的表达［２１］。在 ＨＩＢＤ发生后，这些
反应可能同时或序贯存在，正负机制互相作用而表

现出ＢＭＡＬ１蛋白水平的变化。（３）作为 ＣＬＯＣＫ／
ＢＭＡＬ１异二聚体的一部分，ＢＭＡＬ１的合成也受
ＣＬＯＣＫ合成的影响，二者的变化基本同步［２２］。对

照组ＣＬＯＣＫ和ＢＭＡＬ１均存在一个近似２４ｈ波动
变化的趋势，符合其作为钟基因蛋白的节律振荡

规律。

此外本实验有两点需要注意：（１）模型组
ＣＬＯＣＫ和ＢＭＡＬ１在０、２、１２、２４、３６ｈ均未发生明显
变化，可能是由于这２个基因均为生物节律的核心
基因，相对其他生物钟基因更为保守［２３］，代偿机制

在ＨＩＢＤ早期发挥作用或改变非常细微，尚不足以
测出；（２）模型组ＣＬＯＣＫ和 ＢＭＡＬ１的改变在４８ｈ
才比较明显，至于在这之后的变化，尚不明了，有待

于进一步深入研究。

综上所述，缺血缺氧可以引起新生大鼠松果体

中钟基因蛋白 ＣＬＯＣＫ和 ＢＭＡＬ１发生改变，破坏
ＣＬＯＣＫ／ＢＭＡＬ１节律振荡的周期性，提示 ＨＩＢＤ可
引起生物钟系统的紊乱。至于生物节律紊乱是否对

ＨＩＢＤ的转归及预后产生影响，我们将在以后的实
验中进一步深入探讨，以深化生物钟系统紊乱在

ＨＩＢＤ发病机制中作用的认识。
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ｔｌｅＭＣ，ＭｅｉｊｅｒＪＨ．ＡｍｐｌｉｔｕｄｅｏｆｔｈｅＳＣＮＣｌｏｃｋＥｎｈａｎｃｅｄｂｙｔｈｅ
ＢｅｈａｖｉｏｒａｌＡｃｔｉｖｉｔｙＲｈｙｔｈｍ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（６）：
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［１２］ＹａｍａｍｏｔｏＴ，ＮａｋａｈａｔａＹ，ＳｏｍａＨ，ＡｋａｓｈｉＭ，ＭａｍｉｎｅＴ，Ｔａｋｕ
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１８９１９４．
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［１９］ＭａｓｒｉＳ，ＺｏｃｃｈｉＬ，ＫａｔａｄａＳ，ＭｏｒａＥ，ＳａｓｓｏｎｅＣｏｒｓｉＰ．Ｔｈｅｃｉｒ
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［Ｅｐｕｂａｈｅａｄｏｆｐｒｉｎｔ］．

［２０］丁欣，冯星．新生大鼠脑损伤后松果体ＣｌｏｃｋｍＲＮＡ、Ｐｅｒ２ｍＲ
ＮＡ表达和血浆褪黑素水平变化［Ｊ］．临床儿科杂志，２００７，
２５（７）：５９０５９３．

［２１］ＲａｚｏｒｅｎｏｖａＯＶ．ＢｒａｉｎａｎｄｍｕｓｃｌｅＡＲＮＴｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎＢＭＡＬ１ｒｅｇ
ｕｌａｔｅｓＲＯＳｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓａｎｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ：ａｐｏｓｓｉｂｌｅｌｉｎｋｔｏｈｙｐｏｘｉ
ａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２０１２，１１
（２）：２１３２１４．

［２２］ＶａｌｅｎｚｕｅｌａＦＪ，ＴｏｒｒｅｓＦａｒｆａｎＣ，ＲｉｃｈｔｅｒＨＧ，ＭｅｎｄｅｚＮ，Ｃａｍｐｉ
ｎｏＣ，ＴｏｒｒｅａｌｂａＦ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｃｋｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｄｕｌｔｐｒｉｍａｔｅ
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（本文编辑：万静）
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中国医师协会新生儿专业委员会

暨中国医师协会第三次全国新生儿科学术会议

征文通知

经中国医师协会新生儿专业委员会常委会研究决定，并报中国医师协会学术会员部批准，中国医师协会第三次全

国新生儿科医师大会定于２０１３年３月２２～２４日在北京召开。现开始征文，与新生儿各专业有关的论文（基础研究、临
床研究、护理及管理等）均可投稿，参加会议者将授予国家级继续教育学分６分。请将论文电子版全文及８００字以内
的结构式摘要发至新生儿专业委员会办公室电子邮箱：ｘｉｎｓｈｅｎｇｅｒｗｙｈ＠１２６．ｃｏｍ，格式按照正式发表论文摘要写。请务
必附通讯地址、联系电话（单位、住宅）、手机、Ｅｍａｉｌ，以便联系。投稿截止日期为２０１３年２月２０日。

联系人：张倩，联系电话：０１０８４０２４７１６。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国医师协会新生儿专业委员会　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１２年１０月２０日
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