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目的
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"对雨蛙肽诱导的胰腺腺泡细胞损伤的

作用%方法
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"的雨蛙肽建立

胰腺腺泡细胞损伤模型%分别将
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脂质体法转染胰腺腺泡
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细胞$用
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法检测细胞中
NO=#'1!"#

的表

达$

KDD

法检测细胞活力$

L9-79H'G387

检测细胞中
NO=#'

的蛋白表达$流式细胞术检

测细胞凋亡%结果
!

与对照组相比$高浓度和低浓度的雨蛙肽均能造成胰腺腺泡细胞损

伤$且
NO=#'

在其中高表达%敲减
NO=#'

可加重胰腺腺泡细胞的损伤$过表达

NO=#'

可减轻胰腺腺泡细胞损伤$还可以逆转雨蛙肽对胰腺腺泡细胞的损伤作用%

结论
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可修复雨蛙肽对胰腺腺泡细胞的损伤$这将为胰腺炎的治疗提供新方向%
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胰腺炎是一种病因较复杂的临床常见疾病%可

分为急性胰腺炎和慢性胰腺炎)

!.)

*

'急性胰腺炎的

病情较严重%可引起全身并发症%出现多功能器官

衰竭%甚至危及生命)
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*早在
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年已

发现急性胰腺炎的早期损伤部位是胰腺腺泡细胞'

在胰腺炎动物模型中%消化酶和溶酶体水解酶的转

运出现障碍%且均出现在细胞内的液泡中)
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'随着

细胞生物学和分子生物学的发展%学者们对腺泡细
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!国际消化病杂志
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胞损伤机制的认识不断深入%这对研究胰腺炎的发

病机制具有重要意义'

热休克蛋白
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&是
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家族成员

之一%其可作为分子伴侣促进正常生长状态下的细

胞蛋白质成熟%是维持细胞机能和生命的关键性调

节物)
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可识别错误折叠的多肽%并通过

蛋白酶作用使其降解%其也是内质网上的一种应激

蛋白%在低糖(低氧或缺钙的应激状态下大量表达

以维持内质网稳定%保护细胞对抗生理变化损伤)
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不仅在早期胚胎发育时是高度激活的%也

是低葡萄糖水平(低
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和低氧诱导的结果%而这种

环境非常有利于肿瘤的生长)
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'总之%
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可

通过阻断细胞重要蛋白质的变性及聚合而达到保

护细胞的作用'

NO=#'

在多种肿瘤中均高表达%

为促癌因子)
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%但其在胰腺腺泡细胞中的作用机制

尚未阐明'

雨蛙肽是一类与胆囊收缩素化学结构和药理

作用相似的多肽类物质%具有较强的刺激胆囊收缩

和胰酶分泌的作用'雨蛙肽可引起胰酶异常激活(

凋亡基因表达(钙通道调控失调等%从而诱导胰腺

腺泡细胞凋亡%引发组织损伤)
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'这也为体外诱导

胰腺腺泡细胞损伤%研究胰腺炎起到了重要作用'

本研究将建立雨蛙肽诱导的胰腺腺泡细胞损

伤模型%通过检测
NO=#'

的
1!"#

和蛋白表达%

观察过表达
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和敲除
NO=#'

对胰腺腺泡细

胞淀粉酶活性(乳酸脱氢酶$

&$N

&漏出率以及细胞

增殖和凋亡的影响%以明确
NO=#'

对雨蛙肽诱导

的胰腺腺泡细胞损伤的作用%以期为胰腺炎的早期

诊断和治疗提供理论基础'
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材料与方法
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材料

胰腺腺泡细胞
#!()F

购自美国模式培养物保

藏所$

?!&.!($)DK

&-胎牛血清(
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培养液(雨
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液和
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蛋白裂解液均购自碧云天生物技术公
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膜购自德国罗氏诊断有限公司-
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淀粉酶活性检测试剂盒(

&$N

细胞毒性检测试剂盒
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自上海基星生物公司-
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蛋白定量试剂盒购自美

国
N
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公司-逆转录试剂盒购自美国

DQ9H18<,-Q9H

公司-凝胶成像分析仪购自美国
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公司-半干转膜仪和
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仪购自美国
A%).
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公司-流式细胞仪购自美国
<#&O?#&%A#!

A$

公司-

#A%&'""

型实时荧光定量
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系统购自

美国
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公司-紫外分光光度计购自美国
DQ9H18

公司-细胞培养箱购自美国
<8H12O(,9'7,P,(

公司'

!*)

!

方法
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细胞培养
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用含
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胎牛血清的
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培养液培养胰腺腺泡细胞
#!()F

%置于
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(
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培养箱中培养
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%然后进行换液培养传代'
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转染
!

为建立雨蛙肽诱导的胰腺腺泡细胞

损伤模型%将正常培养的胰腺腺泡细胞
#!()F

标记

为对照组%将分别用高浓度和低浓度的雨蛙肽$
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&处理
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的
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细胞标记为
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组(
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组-为检测
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对

胰腺腺泡细胞损伤的影响%将
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脂质体试剂盒分别转染至
#!()F

细胞%转染

%Q

后%更换新鲜培养基继续培养
(*Q

%用
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法确认转染成功后%将其标记为
B

($"##*!.
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组(

B
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组(

-QNO=#'

组(

-Q?8'

组%

将不做任何处理的
#!()F

细胞标记为阴性对照组-

为了检测过表达
NO=#'

对雨蛙素诱导的胰腺腺泡

细胞损伤的影响%分别将
B

($"##*!.NO=#'

和

B

($"##*!

用同样的脂质体方法转染至
?9H.N

组

细胞%转染
%Q

后%更换新鲜培养基再次培养
(*Q

%

用
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法检测转染是否成功%将转染成功的

标记为
B

($"# #*!1?9H.N

组(

B

($"# #*!.

NO=#'1?9H.N

组%不做任何处理的
#!()F

细胞

标记为正常对照组'取对数生长期的转染细胞进

行淀粉酶活性(

&$N

漏出率(

4

!D.=?!

(
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和流式细胞术检测'
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!

淀粉酶活性测定
!

取适量对数生长期的胰

腺腺泡细胞%按照淀粉酶活性检测试剂盒说明书操

作%在
("''1

波长下测定细胞的吸光度'细胞中

淀粉酶活性与细胞吸光度呈正比'每个样品做
'

个

重复孔%实验重复
#

次'

!*)*(

!

&$N

漏出率测定
!

取适量胰腺腺泡细胞%

按照
&$N

细胞毒性检测试剂盒说明书操作%在

($"'1

波长下测定
&$N

的吸光度'

&$N

活性与

&$N

吸光度呈正比%与
&$N

漏出率呈反比'漏出

率$
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检测组
&$N)$
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#对照组
&$N)$
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/
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'每个样品做
'

个重复孔%实验重复
#

次'
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表达
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取
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适量对数生长期细胞%用
DH,S83

法裂解细胞%

!"#

抽提试剂盒提取
!"#

并定量'用逆转录试剂盒合

成
($"#

%用
4

!D.=?!

试剂盒检测
NO=#'1!"#

表达%以
)

0

&&

?7法计算定量结果'实验重复
#

次'
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!

流式细胞术检测细胞凋亡率
!

取适量对数

生长期细胞%用预冷的
=AO

洗涤
)

次'用结合缓冲液

'""

,

&

悬浮细胞%分别加入
'

,

&

的
#''9Z,'I.<%D?

和
=%

%混匀%室温避光静置
!'1,'

'采用流式细胞仪

分析测定细胞凋亡率'细胞总凋亡率$

>

&

-

早期凋

亡率
1

晚期凋亡率'每个样品重复
#

次'
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检测
NO=#'

蛋白表达
!

取

对数生长期细胞%

!%=#

裂解后用
A?#

试剂盒定

量%在
!""a

水中变性
!"1,'

%离心后取上清进行

蛋白上样'按照
L9-79H'G387

操作流程进行电泳
.

转膜
.

封闭
.

"

抗孵育
.

'

抗孵育
.

显影曝光'

%12

6

9F

软件分析目的条带灰度值%以目的条带灰度值与

#(7,'

灰度值的比值表示目的蛋白的表达情况'

!*)**
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统计学处理
!

采用
O=OO!#*"

软件进行统

计学分析'计量资料用均数
,

标准差$

'

P,C

&表示%

多组间数据比较采用单因素方差分析%两组间数据

比较采用
$

检验%

'

$

"*"'

为差异有统计学意义'

%

!

结果

)*!

!

不同浓度的雨蛙肽对胰腺腺泡细胞的损伤

如图
!#

(

!A

所示%与对照组相比%高浓度和低

浓度雨蛙肽处理的胰腺腺泡细胞的淀粉酶活性(

&$N

漏出率均显著升高%差异均有统计学意义

$

'

$
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&'用
KDD

法检测高浓度和低浓度雨蛙

肽处理的胰腺腺泡细胞存活率%结果如图
!?

所示%

与对照组相比%

?9H.&

组和
?9H.N

组胰腺腺泡细胞

的存活率均显著降低'用流式细胞术检测细胞凋

亡率%结果如图
!$

所示%与对照组相比%

?9H.&

组和

?9H.N

组胰腺腺泡细胞的凋亡率均显著升高%差异

均有统计学意义$

'

$
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&'可见%不同浓度的雨

蛙肽均可造成胰腺腺泡细胞损伤%本研究选用高浓

度雨蛙肽用于后续胰腺腺泡细胞损伤模型的制备'
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!
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在雨蛙肽损伤的胰腺腺泡细胞中的表达

与对照组相比%

?9H.&

组和
?9H.N

组细胞中

NO=#'1!"#

的表达水平均显著升高$图
)#

&%

NO=#'

的蛋白表达水平均显著升高$图
)A

(

)?

&%

差异均有统计学意义$

'

$
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&'结果显示
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在雨蛙肽损伤的胰腺腺泡细胞中高表达'

!!

注"与对照组相比%

""

'

$

"*"!

图
!

!

不同浓度雨蛙肽对各组胰腺腺泡细胞损伤的影响
!

*

!

各组细胞淀粉酶活性比较
!

:

!

各组细胞
&$N

漏出率比较
!

G

!

各组细胞存活率比较
!

"

!

各组细胞凋亡率比较

!!

注"与对照组相比%

""

'

$

"*"!

图
%

!

雨蛙肽损伤的胰腺腺泡细胞中
NO=#'

的表达
!

*

!

各组细胞中
NO=#'1!"#

表达的比较
!

:

!

各组细胞中
NO=#'

蛋白表达的比较$电泳图&

!

G

!

各组细胞中
NO=#'

蛋白表达的比较$柱状图&

)*#

!

过表达
NO=#'

对胰腺腺泡细胞损伤的影响

将
B

($"##*!.NO=#'

(

B

($"##*!

以脂质体法

分别转染到胰腺腺泡细胞%转染
(*Q

后%用

L9-79H'G387

检测
NO=#'

蛋白的表达%结果如图

##

(

#A

所示%与
B

($"##*!

组相比%

B

($"##*!.

NO=#'

组细胞中
NO=#'

蛋白表达显著升高'如

图
#?

(

#$

所示%与
B

($"##*!

组相比%

B

($"##*!.

NO=#'

组细胞淀粉酶活性(

&$N

漏出率均显著下

降%差异均有统计学意义$

'

均
$

"*"!

&'结果显示

过表达
NO=#'

可保护胰腺腺泡细胞'

!

$'#

!国际消化病杂志
)"!$

年
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月第
#$

卷第
'

期
!
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!

敲减
NO=#'

对胰腺腺泡细胞损伤的影响

将
-Q?8'

(

-QNO=#'

用脂质体法分别转染至胰

腺腺泡细胞%标记为
-Q?8'

组(

-QNO=#'

组%以观

察敲减
NO=#'

对胰腺腺泡细胞损伤的影响'与

-Q?8'

组相比%

-QNO=#'

组细胞中
NO=#'

蛋白表

达水平显著降低$图
(#

&%淀粉酶活性显著升高$图

(A

&%

&$N

漏出率显著升高$图
(?

&%差异均有统计

学意义$

'

均
$

"*"!

&'结果显示敲减
NO=#'

可加

重胰腺腺泡细胞的损伤'

)*'

!

过表达
NO=#'

对雨蛙肽对胰腺腺泡细胞损

伤作用的影响

分别将
B

($"##*!

(

B

($"##*!.NO=#'

用脂质

体法转染至用高浓度雨蛙肽处理的胰腺腺泡细胞%

标记为
B

($"##*!1?9H.N

组(

B

($"##*!.NO=#'1

?9H.N

组%用来观察过表达
NO=#'

对雨蛙素损伤

胰腺腺泡细胞的影响'与正常对照组相比%

B

($"#

#*!1?9H.N

组细胞淀粉酶活性(

&$N

漏出率(细胞

凋亡率均显著升高%细胞存活率显著降低%差异均

有统计学意义$

'

均
$

"*"!

&-正常对照组与
B

($"#

#*!.NO=#'1?9H.N

组细胞淀粉酶活性(

&$N

漏

出率(细胞存活率(细胞凋亡率的差异均无统计学

意义'见图
'

'结果显示过表达
NO=#'

可减轻雨

蛙肽对胰腺腺泡细胞的损伤作用'

!!

注"与
B

($"##*!

组相比%

""

'

$

"*"!

图
+

!

过表达
NO=#'

对胰腺腺泡细胞损伤的影响
!

*

!

各组细胞中
NO=#'

蛋白表达的比较$电泳图&

!

:

!

各组细胞中

NO=#'

蛋白表达的比较$柱状图&

!

G

!

各组细胞淀粉酶活性比较
!

"

!

各组细胞
&$N

漏出率比较

!!

注"与
-Q?8'

组相比%

""

'

$

"*"!

图
,

!

敲减
NO=#'

对胰腺腺泡细胞损伤的影响
!

*

!

各组细胞中
NO=#'

蛋白表达的比较
!

:

!

各组细胞淀粉酶活性比较
!

G

!

各组细胞
&$N

漏出率比较

!!

注"与正常对照组组相比%

""

'

$

"*"!

图
K

!

过表达
NO=#'

对雨蛙肽对胰腺腺泡细胞的损伤
!

*

!

各组细胞淀粉酶活性比较
!

:

!

各组细胞
&$N

漏出率比较
!

G

!

各组细胞存活率比较
!

"

!

各组细胞凋亡率比较

!
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!

讨论

雨蛙肽又名雨蛙素(蛙皮素(羚蟾素(羚蟾肽%

目前已开发用于建立大鼠(小鼠(狗和叙利亚仓鼠

等急性胰腺炎动物模型%

!$&!

年首次由
#'2-72-,

等)

!!

*从欧洲两种蛙的皮肤中提取所得%它是一个具

有多种活性结构形式的家族%其结构为
!"

(

)&

个氨

基酸%雨蛙肽为
!(

肽%均具有与雨蛙肽相似的
?

端肽

链%而且具有许多相同的生理作用)

!)

*

'许多研究报

道应用雨蛙肽建立胰腺炎模型)

!#.!'

*

'本研究用不同

浓度的雨蛙肽与胰腺腺泡细胞共培养%通过试剂盒检

测细胞淀粉酶活性和
&$N

漏出率%

KDD

法检测细胞

存活率%流式细胞术检测细胞凋亡率%结果显示不同

浓度的雨蛙肽均可造成胰腺腺泡细胞损伤'

!$%)

年
!,78--2

)

!%

*首次发现热休克现象%

!$&(

年有学者将在热休克中发生抑制的蛋白命名为

0

NO=

1'

NO=

中较保守 和 较 主 要 的 成 员 有

NO=%*

(

NO=&"

(

NO=&)

和
NO=&*

%其中
NO=&"

及

其编码基因均具有高度保守性%其在缺血性脑损伤

中的研究较多)

!&

*

'

NO=&"

是目前哺乳动物细胞中

重要的(研究得较为深入的
NO=

家族%

NO=#'

为

NO=&"

家族中的一员%其具有
NO=&"

的特性和功能'

尽管
NO=#'

在很多肿瘤组织和肿瘤细胞中高表达%

且具有促进肿瘤发生(发展的作用%但
NO=&"

的这种

普遍存在(高度保守的特性是细胞保护的基础%得到

了广泛认可)

!*.)"

*

'于枫等)

)!

*对
NO=&"

与细胞凋亡

的关系的研究发现%

NO=&"

可阻止变性细胞蛋白质

凝集%调节应激活化蛋白激酶%阻止细胞色素
?

从线

粒体释放%抑制细胞色素
?

与凋亡蛋白酶激活因子
!

结合%阻止半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶$

?2-

B

2-9

&活化%

从而抑制细胞凋亡%保护细胞受损'

本研究建立了雨蛙肽刺激
#!()F

细胞的胰腺炎

模型%通过
4

!D.=?!

和
L9-79H'G387

检测受损的

#!()F

细胞中
NO=#'

的
1!"#

和蛋白表达%发现

NO=#'

在受损的
#!()F

细胞中高表达-此外%通过

检测敲减和过表达
NO=#'

的
#!()F

细胞的淀粉酶

活性(

&$N

漏出率(细胞存活率及细胞凋亡率%发现

NO=#'

对受损的
#!()F

细胞具有修复能力%揭示其

对雨蛙肽诱导的胰腺腺泡细胞损伤具有保护作用'

综上所述%

NO=#'

可保护雨蛙肽诱导的胰腺

腺泡细胞损伤%这对急性胰腺炎的靶点治疗具有重

要意义'
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!!!!!!

刘颖斌
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华
!

静
!

吴叔明
!

张
!

威
!

李
!

海
!

李
!

爽
!

李延青
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李晓波
!

杨长青
!

杨永峰
!

沈锡中
!

陈
!

吉
!

陈卫昌
!

陈小平
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陈克敏
!
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!

孟祥军
!

林
!

勇
!
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范建高
!

茅益民
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青
!

郑
!

萍
!

侯晓华
!

保志军
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姜
!

泊
!

柏
!

愚
!

胡和平
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赵
!

刚
!

郜恒骏
!

钟
!

良
!

聂勇战
!

贾继东
!

黄
!

蔚
!

曾
!

欣
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董
!

蔚
!

蒋
!

炜
!

韩
!

英
!

虞朝辉
!

熊伍军
!

缪应雷
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