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肠道菌群肠道中定植细菌组成类健

康关重微生态系统仅维持肠道正常

生理组成功拮抗病原微生物入侵促进

免疫器官成熟调控机体免疫应答力[12]肠道

菌群数量例种类分布异常改变时正常菌群

间制约关系失控导致肠道菌群失调尤革

兰阴性菌增加促细胞壁中脂糖

（LipopolysaccharidesLPS）量释放导致毒素破坏

肠黏膜肠壁渗漏LPS 吸收入血激发免疫细胞分

泌炎性子 TNF  αIL  1 等干预机体固

适应性免疫应答[3]巨噬细胞树突细胞等表达

TLR4 够识 LPS  LPSTLR4 途径调节细胞

游信号通路激活核转录子 （Nuclear transcription

facto  Kappa B NF  κB）  激 活  子 蛋 白 1

（Transcription factor activating protein  1AP  1）诱

导炎症子趋化子活性氧表达[4]

作者简介：吴遥（1982 ）女硕士护师研究方：肠道菌群失

调机制研究肠道护理

·实验技术应·

肠道菌群失调流感病毒感染鼠急性肺损伤影响

吴遥

锦州医科学附属第医院辽宁锦州 121000

摘：目 探讨肠道菌群失调流感病毒感染鼠急性肺损伤影响作机制方法 BALBc 鼠机分正常

组流感病毒组甲硝唑模型组组12 甲硝唑模型组鼠甲硝唑（18 mgmL）连续灌胃8 dd9 滴鼻

甲型流感病毒 APR84 稀释液（103pfu 鼠）构建肠道菌群失调鼠感染流感病毒模型观察组鼠肺组织盲肠

病理变化检测肺组织中脂糖LPS 炎性相关子肿瘤坏死子  α（Tumor necrosis factor  αTNF  α）白介

素  1β（Interleukin  1β IL  1β）白介素  6（Interleukin  6IL  6）干扰素  β（Interferon  βIFN  β）水

采免疫组织化学染色法定位肺组织 Toll 样受体 4（Toll  like receptor 4 TLR4）表达情况结果 甲硝唑模型组鼠肺

盲肠组织炎症损伤病理改变情况较病毒组更加严重时鼠肺组织中LPS 含量显著增加差异统计学

意义（P＜005）TNF  αIL  1βIL  6IFN  β 水明显升高（P＜005）TLR4 甲硝唑模型组鼠肺组织中表

达明显高病毒组差异统计学意义（P＜005）结 肠道菌群失调引起 LPSTLR4 通路激活调鼠肺

组织流感病毒致炎性风暴进步加重流感病毒引起组织病理改变

关键词：肠道菌群流感病毒炎症子TLR4
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Effect of intestinal flora imbalance on acute lung injury in mice infected

with influenza virus

WU Yao

First Affiliated Hospital of Jinzhou Medical University Jinzhou Liaoning 121000 China

Abstract Objective The aim of this study was to investigate the effect and mechanism of intestinal flora imbalance on acute

lung injury in mice infected with influenza virus Methods The BALBc mice were divided into normal control group

influenza virus control group and metronidazole model group with 12 mice in each group Metronidazole model group was

treated with metronidazole (18 mgmL) for 8 days in order to construct the model of intestinal flora imbalance Then the mice

were infected with influenza virus APR84 (103 pfumouse) by intranasal instillation to construct the model of influenza virus

infection on day 9 The pathological changes of lung tissue and cecum were observed The levels of lipopolysaccharide (LPS)

and inflammatory cytokine of TNFα IL1 IL6 and IFNβ in lung tissue were detected The expression of TLR4 in lung

tissue was determined by immunohistochemistry Results Compared with the virus control group the tissue of lung and cecal

in metronidazole model group showed more severe inflammatory injury while the content of LPS in lung tissue increased

significantly (PTLR4 in the metronidazole model group was significantly higher than that in the virus control group (PIntestinal flora imbalance activated LPSTLR4 pathway then up regulated inflammatory storm caused by influenza virus

infection and further aggravated the histopathological changes in lung tissue of mice infected influenza virus

Keywords Intestinal flora Influenza virus Inflammatory cytokine TLR4
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目前研究已证实肠道菌群失调诱发心脑血

分泌系统呼吸系统疾病身免疫系统疾病等

种疾病发生[5]Michael C Abt[6]等研究发现肠道菌群失

调鼠感染流感病毒 I 型Ⅱ型 IFN 表达减少病

毒滴度增加清时间延长鼠抵抗病毒固

适应性免疫应答受损实验选针厌氧菌甲

硝唑流感病毒鼠肺适应株 APR84（PR8）构建肠

道菌群失调鼠感染流感病毒模型探讨肠道菌群

失调流感病毒感染鼠急性肺损伤影响

LPSTLR4 通路作

1 材料方法

1 1 实验动物 SPF级 BALBc 雄性鼠 36 6

周龄体质量 18～20 g购北京维通利华动物处

置方法参关善实验动物指导性意见

1 2 试剂 甲型流感病毒（APR84PR8）国

家疾病预防控制中心传染病防治馈赠甲硝唑

（C6H9N3O3分子量 17115）江西药仁制药

限公司生产片剂（200 mg 片）纯度≥95水溶度

9 500 mgL（25℃）片剂研细精细称取甲硝唑细粉

18 g  100 ml 菌 PBS 缓液中制备甲硝唑混悬

液肠球菌培养基胆汁七叶干叠氮钠琼脂（BAAA）

肠杆菌培养基伊红美蓝琼脂培养基（EMB）总厌氧菌

培养基脑心浸液琼脂（BHI）双歧杆菌培养基（BBL）

乳酸杆菌琼脂培养基（MRS）购北京陆桥RNA 提

取试剂购 QIAGENRT  PCR 试剂盒购

TaKaRa鲎试剂盒购海榕柏生物技术限公司

TLR4 抗体购 Abcam

1 3 流感病毒 PR8 培养[7]  200μl PR8 培养液接

种 9～11 d 龄鸡胚尿囊腔中35℃孵育 2～3 d

鸡胚收获前 4℃夜菌收获尿囊液3000 rmin

离心 15 min取清进行空斑实检测 PR8 滴度剩余

清分装80℃保存

1 4 鼠模型建立 36  BALBc 鼠机分

空白组病毒组甲硝唑组组12 空

白组：连续饲养 8 dd9 乙醚麻醉滴鼻 30μl

生理盐水病毒组：连续饲养 8 dd9 乙醚麻醉

滴鼻 30μl PR8 稀释液（PR8 滴度 103pfu 鼠）甲

硝唑模型组：甲硝唑（18 mgml）连续灌胃 8 d200μl

次天 2 次[8]d9 滴鼻 30μl PR8 稀释液（滴度 103

pfu 鼠）PR8 感染 d4 取肺盲肠组织

1 5 肠道细菌培养计数  d8 菌采集 3 组鼠

新鲜粪便进行肠道菌群培养计数鼠粪便

置菌生理盐水中充分混匀稀释 10 8培养

计数 5 种优势菌群：肠球菌肠杆菌总厌氧菌双

歧杆菌乳酸杆菌检测方法参国家标准 GB47893

GB478941GB478913GB478934GB478935 检验方

法细菌计数菌落形成单位数值 g 表示

lgCFUg

1 6 标采集 鼠脱颈处死开胸腔腹腔

菌取肺盲肠组织菌生理盐水洗肺左叶

盲肠置 4聚甲醛中固定肺右叶置  80℃冰

箱保存LPS  mRNA 检测

1 7 HE 免疫组化染色 肺左叶盲肠做石蜡包

埋连续5μm 切片HE 免疫组化染色步骤参实

验室操作流程试剂说明书TLR4 抗体羊血清工

作液 1∶100 稀释 IMAGE  PRO PLUS 细胞

图分析系统分析

1 8 鲎实验检测 LPS 含量 肺组织匀浆离心取

清具体步骤参试剂说明书 10 EUml 

毒素溶液母液稀释成 010250510 EUml 浓

度梯度建立标准曲线545 nm 波长处读取吸光度值

1 9 qPCR 检测 TNF  αIL  1βIL  6IFN  β

mRNA 水 肺组织匀浆提取 RNA（QIAGEN）

SYBR 法进行步法 qPCR（TaKaRa）引物 TNF  α

F 5  CCAAAGGGATGAGAAGTTCC  3R5 

CTCCACTTGGTGGTT TGCTA  3IL  6 F 5 

ATGAAGTTCCTCTCTGCAAG  3 R5 

GTGTAATTAAGC CTCCGACT  3IL  1β F 5 

AAGGAGAACCAAGCACGACAAAA  3 R5  TGGG

GAACTCTGCAGACTCAAACT  3IFN  β F 5 

AGCT CCAAGAAAGGAC GAA CAT  3R5 

GCCCTGTAGGTGAGGTTGATCT  3GAPDH F 5 

ACCACCATGG AGAAGGCTGG  3 R 5 

CTCAGTGTAGCCCAG GATGC  3反应条件：42℃ 5

min95℃ 10 s95℃ 3 s60℃ 30 s 40  循 环  

GAPDH 参采 2  ΔΔCT 法计算基相表达

量

1 10 数统计 应 GraphPad Prism  SPSS170

统计学软件分析采 one  way ANOVA 进行组间

较 LSD 法进行两两较检验水准 α 005

2 结 果

2 1 肠道菌群失调模型建立 正常鼠粪便呈粒

状紧密较硬甲硝唑模型组鼠甲硝唑干预

d8粪便呈松散状态湿润易成型3 组鼠粪便

方差分析肠球菌总厌氧菌双歧杆菌乳酸杆

菌数总体差异均统计学意义（F  24611P＜

0001F  30556P＜0001F  38607P＜0001F 

27452P＜0001）甲硝唑模型组肠球菌数量较正

常组显著增总厌氧菌双歧杆菌乳酸杆菌均

明显减少（P＜005）见表1鼠甲硝唑连续灌胃
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8 h 肠道 4 种优势菌群数量例均发生异 常证实鼠肠道菌群失调模型建立成功

分组 肠球菌 肠杆菌 总厌氧菌 双歧杆菌 乳酸杆菌

正常组 662±028 724±032 936±087 910±083 894±064

病毒组 645±020 719±028 944±069 892±084 888±060

甲硝唑模型组 755±033a 746±028 704±063a 642±042a 613±047a

2 2 肺组织HE染色 正常组肺泡肺泡隔肺

泡壁支气皮形态正常腔炎性渗出物

病毒组肺泡形态较紊乱肺泡隔轻度断裂少数

肺泡壁增厚腔中度炎性细胞红细胞渗出

甲硝唑模型组肺泡壁弥漫性增厚 局部肺间质实变

腔炎性渗出物支气周围组织结构紊乱伴

结缔组织增生见图 1

表 1 鼠肠道菌群计数（lgCFUgx±sn  12）

注：鼠采集 1 次样进行检测甲硝唑模型组正常组较a 代表 P＜005

注：A：正常组B：病毒组C：甲硝唑模型组D：甲硝唑模型组（白色箭头指示炎性细胞浸润黑色箭头指示红细胞渗出）

图 1 肺组织病理变化(A～C×100D×200)

2 3 盲肠 HE 染色 正常组鼠盲肠结构正

常病毒组鼠盲肠组织轻度肿肠黏膜皮

细胞微水肿肠间质少量炎性细胞浸润红细胞漏

出甲硝唑模型组肠组织肿变形肠黏膜皮细胞

肿胀甚断裂脱落肠间质炎性细胞浸润量

红细胞漏出见图2

2 4 鼠肺组织 LPS 含量 3 组鼠肺组织 LPS 含

量方差分析总体差异统计学意义（F 

18143P＜0001）甲硝唑模型组鼠肺中 LPS 含量

明显高病毒组（P＜005）正常组较

病毒组 LPS 含量升高差异统计学意

义（P＞005）见图 3

2 5 TNF  αIL  1βIL  6IFN  β mRNA 表达

水 3组鼠肺组织TNF αIL  1βIL  6

IFN  β mRNA 表达量方差分析指标总体差

异均统计学意义（F  23165P＜0001F  11387

P＜0001F  20737P＜0001F  38494P＜0001）

正常组较病毒组鼠肺组织匀浆液中
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TNF  αIL  1βIL  6IFN  β mRNA 表达量明

显升（P＜005）病毒组较甲硝唑模型组

TNF  αIL  1βIL  6IFN  β mRNA 表达均

程度增加（P＜005）见图4

注：A：正常组B：病毒组C：甲硝唑模型组D：甲硝唑模型组（白色箭头指示红细胞渗出黑色箭头指示粘膜皮细胞肿胀断裂）

图 2 盲肠组织病理变化(A～C×100D×200)

注：A：正常组B：病毒组C：甲硝唑模型组C组 B 组

较★代表 P＜005

图 3 鼠肺组织中 LPS 含量

2 6 TLR4 组织免疫学染色结果 TLR4 定位细胞

膜阳性表达呈棕黄棕褐等3 组鼠肺组织

TLR4 阳性表达量方差分析总体差异统计学

意义（F  12854P＜0001）正常组较病

毒组 TLR4 阳性表达明显增加（P＜005）病

毒组较甲硝唑模型 TLR4 阳性表达呈升高趋

势（P＜005）见图56

3 讨 

Toll 样受体表达巨噬细胞树突细胞T 细胞

组织皮细胞等通识病原相关分子模式抵抗

病原微生物入侵机体抗感染第道防线[9]

病毒入侵早期通介导 TLR4  NF  κB 信号

转导通路诱导炎性子趋化子产生控制病

毒侵袭规模病毒感染引起细胞子

高水持续表达细胞子风暴成流感病毒致

机体急性肺损伤机制[1011]肠道微生物维持体

积环境免疫系统稳定机体抵抗病原微生物

干扰发挥重作肠道菌群失调时细菌外膜

毒素 LPS 作引起低水炎症始动素释放

进入血循环 CD14  TLR 结合激活机体固免

疫系统引起机体局部全身非特异性炎症反应[12]

极剧增加促炎性细胞子 IL  1IL  6IL  12

TNF  αIFN  β 等否会加重流感病毒致急

性肺损伤作机制实验研究重点
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研究发现病毒组相甲硝唑诱导

鼠菌群失调感染流感病毒 PR8 鼠肺盲肠组

织表现出严重病理改变炎症损伤肺组织中 TNF

 αIL  1βIL  6IFN  β 水明显升高

见鼠肠道菌群失调加剧流感病毒致炎性子

分泌肺组织免疫应答发生紊乱导致急性肺损

伤进步恶化鲎实验组化结果显示病毒组

注：A：正常组B：病毒组C：甲硝唑模型组A组 B 组较◆代表 P＜005C组 B 组较★代表 P＜005

图 4 肺组织 TNF αIL  1βIL  6IFN β mRNA 相表达量

注：A：正常组B：病毒组C：甲硝唑模型组D：组化阴性（抗：PBS）

图 5 肺组织 TLR4 表达（×100）

注：A：正常组B：病毒组C：甲硝唑模型组A组 B 组

较◆代表 P＜005C组 B 组较★代表 P＜005

图 6 肺组织 TLR4 阳性表达量
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[ 14 ] 吕桦李盛倪宗瓒老年群慢性病患病状况日常生活

力影响[J]安徽医科学学报200136（1）：29  32．

收稿日期：2017  09  09

正常组肺组织 LPS 水明显变化病毒

组 TLR4 表达高正常组甲硝唑模型组肺

组织 LPS 水 TLR4 表达量较病毒组

显著升高提示菌群失调诱导 LPS 释放造成肠壁渗

漏LPS 吸收入血达肺肺组织中已流感病毒活

化 TLR4 通识 LPS 进步激活启动 Toll

样受体游信号细胞子发生级联反应干扰机

体流感病毒免疫应答分析菌群失调致

毒素 LPS 调流感病毒激活 TLR4进加

剧 TLR4  NF  κB 诱发细胞子风暴肺组织

急性损伤进步恶化Chassaing B[4]等研究发现酒精

导致肠道菌群失调部分细菌 LPS 通血液循环

移肝脏激活 TLR4 信号通路诱发酒精性肝病

发生LPSTLR4NF  κB 信号通路通诱发种

致病分子炎症子引起肝纤维化关节炎（CIA）

发生[13  14]Wang X[15]等研究结果显示LPSTLR4 相

互作胰腺 β 细胞氧化应激诱导凋亡中发挥重

作针 LPSTLR4 信号通路抗氧化治疗

脓毒性高血糖症新型治疗方法

综述肠道菌群免疫系统间存联

系高剂量抗生素破坏鼠肠道菌群稳态

促毒素 LPS 干扰机体免疫应答流感病毒入

侵机体时LPS 已激活肺组织 TLR 信号通路导致

肺炎性细胞子风暴加剧肺组织病理损伤加重

难恢复LPS  TLR4 加剧流感致细胞子

风暴菌群失调加重流感急性肺损伤关键途径
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                     植物多糖对小鼠免疫力方面的影响
                


                
                    环磷酰胺(Cyclophosphamide,CP,CTX)是临床上常用的一种脘化剂类的化疗药物,其抗瘤谱广,主要用于恶性淋巴瘤、多发性骨髓瘤、急性淋巴细胞白血病等多种恶性肿瘤的治疗。但由于其对...
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                    益生菌为对机体有益作用的微生物, 也是微生态系统的重要组成。益生菌因其调节人体肠道微生态平衡的独特作用，对人体肠道有许多有益的影响，是肠道中必不可少的一部分。本文就其在增强肠上皮细胞屏障功能、免...
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                     眼部损伤的鉴定
                


                
                    第六章 眼损伤的鉴定
一、外伤后斜视的鉴定
案例一
[案情与病史]
何某某，男性，18岁。2005年10月11日，何某某被人打伤右眼。现为明确何某某的损伤究竟为轻伤还是轻微伤，公安局于...
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                     肠道门诊工作小结
                


                
                    
**镇肠道门诊工作小结
 
二0一4年我镇的肠道门诊工作，在县卫生局正确领导下，在县疾控中心的正确指导下，在我镇全体医务人员的努力下，圆满的完成上级下达的任务，为了取长补短,更好的工作...
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                     对流氓外教的管理
                


                
                    从流氓外教说开
——焰魂
 
近来，网上纷纷渲染一个由博客而起的流氓外教网络通缉故事。大家可以说大部分中国男人吧，都愤恨不已，简单点的，恨外教流氓，再深一层，恨那几个女人贱，又或恨中国男...
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                     影响教师的经典教育案例读后感
                


                
                     影响教师的经典教育案例读后感  　 　　读完《影响教师的经典教育案例》此书后,我进一步的认识到,教学案例是每一位教师的日常工作中所经历,发生每一段鲜活生动的故事,这些故事中蕴蓄着丰富的教学智...
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                    《影响你一生的修养》读后感
——德之不厚，行之不远
 阅读完《影响你一生的修养》这本书，我的内心受到强烈的震撼。这本书用最朴实无华的语言，告诉了我们做人真正的大道：德者，本也。德之不厚，行...
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                     《影响力》读后感（精选多篇）
                


                
                    《影响力》读后感(精选多篇)第一篇：《影响力》读后感《影响力》被某位我不曾听说过的著名营销专家推荐为从事营销、销售工作的人必读的五本书之首，读完之后，确实有一种茅塞顿开、醍醐灌顶的感觉。原来，...
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                     运动损伤的预防及处理
                


                
                    教学内容：运动损伤的预防及处理 教学任务：1、了解运动损伤的概念及发生原因；          2、对常见的运动损伤掌握简易的处理方法。
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                     体育锻炼对女性心肺功能的影响论文
                


                
                    体育锻炼对女性心肺功能的影响论文

　　青春期女性是一个非常特殊的群体。为了研究体育锻炼对青春期女性心肺功能的影响，选取处于青春期阶段的女性进行为期5个月的体育锻炼，并在锻炼前后分别测定其...
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                     ＊＊驾校关于强对流天气应急预案
                


                
                    强对流天气是指发生突然，天气剧烈、破坏力极大，常伴有雷雨大风、冰雹、龙卷风，局部强降雨等强对流性灾害性天气，这种天气破坏力极强，它是气象灾害中历时短、天气剧烈破坏性强的天气。**驾校据实际情况制...
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                     强对流天气灾害防御方案
                


                
                    强对流天气灾害防御方案　　由于强对流天气突发性强，成灾种类多，破坏力大，常造成严重灾害，目前尚无有效办法人为削弱及防治，因此要采取预防为主、防救结合的策略。　　1、建立抗灾夺稳产的农林牧结构和...
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                     新型冠状病毒感染的肺炎防控工作方案
                


                
                    为深入贯彻落实中共中央政治局常务委员会关于研究新型冠状病毒感染的肺炎疫情防控工作会议精神以及习近平总书记重要讲话与重要批示精神，落实XX省委省政府、省教育厅、XX市委市政府关于加强疫情防控工作的...
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                     关于加强新型冠状病毒感染的肺炎防控工作的通告
                


                
                    关于加强新型冠状病毒感染的肺炎防控工作的通告各市、州、县人民政府，省政府各部门:为加强新型冠状病毒感染的肺炎防控工作，有效防止新型冠状病毒感染的肺炎传播，保障人民群众的身体健康和生命安全，根据...
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                     公司新型冠状病毒感染的肺炎预防控制指南
                


                
                    一、日常预防控制工作1）正确佩戴一次性医用口罩。尽量不乘坐公共交通工具，建议步行、骑行或乘坐私家车、班车上班。如必须乘坐公共交通工具时，务必全程佩戴口罩。途中尽量避免用手触摸车上物品。
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                     防控新型冠状病毒感染的肺炎最新工作方案
                


                
                    党中央、国务院高度重视新型冠状病毒感染的肺炎疫情防控工作，习近平总书记主持召开中央政治局常委会专门听取防控工作汇报，党中央决定成立应对疫情工作领导小组，国务院建立联防联控机制指导督促各有关方面做...
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                     新型冠状病毒感染的肺炎校园防控试题
                


                
                    1.填空题（什么是新型冠状病毒感染的肺炎？）新型冠状病毒感染的肺炎，顾名思义是由上面提到的这种名叫 “新型冠状病毒”的病原微生物感染所导致的呼吸系统感染（英文名字叫Novel Coronavir...
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                     医院新型冠状病毒感染性肺炎应急预案
                


                
                    根据《突发公共卫生事件应急预案》、《传染病防治法》、卫健委《新型冠状病毒感染的肺炎防控方案(第二版)》。根据习近平总书记重要指示：要把人民群众生命安全和身体健康放在第一位，坚决遏制疫情蔓延势头。
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                     XXX大学新型冠状病毒感染肺炎防控应急预案
                


                
                      按照《**省教育厅关于做好高校在校生疫情防控工作的通知》（冀教明电﹝2020﹞8号）要求，为防范新型冠状病毒感染的肺炎疫情在校园传播流行，确保广大师生的身体健康与生命安全，维护校园稳定和教学...
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                     中学新型冠状病毒感染肺炎防控应急预案
                


                
                    为贯彻落实习近平总书记对新型冠状病毒感染的肺炎疫情（以下简称“疫情”）的重要指示精神，坚决执行区教育局关于疫情防控的重要决策部署，牢固树立“生命重于泰山，疫情就是命令，防控就是责任”意识，学校疫...
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