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(()* 基因启动子双荧光素酶报告系统的构建及其
与 +(," 靶向关系的验证
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尼克酰胺$($甲基转移酶（(()*）的主要功能 是以 +$腺苷基甲硫氨酸（+6)）为甲基供体，将甲基

转移到烟酰胺（(6)）上，生成 +$腺苷$:$高半胱氨

酸（+61）和甲基尼克酰胺（)(6）`"a。其催化反应依赖

于 (6,

0的前体 (6)和甲基供体 +6)。(()*在多

种肿瘤组织中高表达 !̀a。回顾性研究结果显示，(()*
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高表达是实体肿瘤患者预后不良的标志!"#。在某些

肿瘤如小细胞肺癌中，患者血清中 $$%& 的表达量

随着肿瘤组织恶性度的进展而升高，故 $$%& 可以

作为反映肿瘤恶性程度的早期指标!'#。($)* 蛋白也

称 &+,-./($ 或 0*12 蛋白，在肿瘤细胞中高表达，

被认为是一种肿瘤蛋白!3/4#，其作为一种经典的转录

共激活因子!5#，可以通过增强肿瘤细胞增殖和迁移

能力!67**#，来促进肿瘤细胞的发生和发展。有最新的

报道称，(89* 还可以通过参与调节肿瘤细胞免疫

微环境!*:#，来促进肿瘤细胞的免疫逃逸。通过分析本

实验室前期实验数据和网络数据库，发现 88;&的

表达量与 (89*呈正相关。本研究旨在通过构建88!

;&启动子双荧光素酶报告系统来验证 (89* 蛋白

对 88;& 基因转录活性的增强作用，以及利用免疫

共沉淀的方法来探讨 (89* 蛋白与 88;& 蛋白间

的相互作用。

! !"#$%

*<* !"#$ 人宫颈癌细胞系 =>?@ 来源于本实

验传代培养；=>?@ 来源的对照及敲除 (89* 基因的

=>?@ AB 细胞由本实验室构建并保存；慢病毒包装

质粒由天津医科大学石磊教授馈赠；无内毒素质粒

提取试剂盒和琼脂糖凝胶 )8CDEFG 产物小量回收

试剂盒购于 HI-JIK@ 公司；转染试剂 ELM 购于 (@NO@

F.+P 公司；助转试剂聚凝胺（E-QRS.>N>）购于 ;IQQI!

0-.> 公司；G8C 提取试剂（&.IP-Q）和逆转录试剂盒

（G>T>.O @I, *

UO

F,N@ (RNOV AIO）购于 &V>.J-WIUV>. 公

司；无核酸酶水（9XEY 水）购于碧云天公司；嘌呤霉

素（E+.-JRZIN）购于 [>N> B0>.@OI-N 公司\双荧光素

酶检测试剂盒（(>Z.>O>/E@I.

&;

9+@Q ?+JIN>UZ>NZ> ]U!

U@R AIO）购于 [>N>Y-0->I@ 公司；氯仿、异丙醇、无水

乙醇购于天津致远化学试剂公司；(89* 抗体为本

实验室制备；88;& 抗体购于 E.-O>INO>ZV 公司；

(^HG[.>>N 购于 G-ZV> 公司；凝胶成像仪（[>Q)-Z

&;

_G

`）购于 aI-/G@, 公司；实时定量 EYG 仪（(O>0BN>

EQ+U）购于 ]00QI>, aI-URUO>JU 公司。&@N-N 化学发光

凝胶成像仪。

*<: %&

*<:<* 基因相关性分析 88;& 与 (89* 基因相关

性分析，使用的是网络数据库 &M;XG :<2（VOO0bDDOIJ>.<

ZIUO.-J><-.K），数据来源于 &F[C 数据库。

*<:<: 细胞培养和转染 =>?@ 细胞和 =>0[: 细胞

的培养使用高糖培养基 );L;，加入 *2c的胎牛血

清。置于 dc二氧化碳的 ef"细胞培养箱中进行培

养。使用 EXM 作为转染试剂，在转染前 g V 换液，转

染后 h V 换液。

*i:ie [Q+Z788;& 启动子重组质粒的构建与测

序 使用 &.IP-Q 裂解正常培养的 =>0[: 细胞后分

离提取得到 G8C，使用 &V>.J- 公司 G8C 逆转录试

剂盒 G>T>.OCI, WI.UO (O.@N, Z98C (RNOV>UIU AIO，逆

转录得到 =>0[: 细胞的 Z98C。逆转录试剂盒反应

体系为：G8C 3!K，BQIK-（,&）E.IJ>. * !?，逆转录酶

* !?，GIS-?-Zj G8C 酶抑制剂 * !?，3 #G>@ZOI-N

H+kk>. g !?，*2 JJ-QD? ,8&E ;Il : !?，9XEY 水补

至 :2 !?。根据 [?+Z7B8

&; 启动子报告克隆载体信

息，上游引物酶切位点选择 (0>M：CY&C[&，保护碱

基为 Y[[，下游引物酶切位点 CK>M：CYY[[&，保护

碱基为 YYY。根据 88;& 基因启动子区7* 322 至

`:22区间的编码序列设计引物，上游引物：3$7Y[!

[CY&C[&&&&&&CYC&YY&CY&CCYC[&C[C7e$，下

游 引 物 ：3$ 7YYYCYY[[&C[[C[C[Y&[Y&CC[!

[Y&[CCC&[C7e$。目的基因 88;& 启动子区的

EYG扩增条件为：m3"预变性 3 JIN，mh"变性 *2 U，

33"退火 3 U，f:"延伸 *:2 U，eg 个循环后，f:"延

伸 gh2 U。得到的 EYG 产物加入到 *c的琼脂糖凝胶

中，*h2 n 电压电泳 :3 JIN。结束后在凝胶成像仪下

切下目的条带，用琼脂糖凝胶 98CoEYG 回收试剂

盒回收目的条带。将回收的载体与 [?+Z7B8

&; 启动

子报告克隆载体一并用 (0>"和 CK>"进行双酶

切，在 EYG 仪中 ef "连接 e2 JIN，之后 p3"灭活 3

JIN。回收载体和片段酶切产物。回收的酶切载体和

片段加入 &g 连接酶，室温 :3"连接 * V。之后转化

连接产物，将 32 !? 感受态细胞 &.@NU*7&% 与 *2 !?

EYG 产物混合，轻柔混匀后置于冰上 e2 JIN，之后

g:"热激 p2 U，再置于冰上 : JIN，结束后，加入 322 !?

?a 培基，放入摇床 ef"，:22 .oJIN，摇 g3 JIN。扩增

后的菌液接种在加入氨苄青霉素和琼脂的选择培

养基上，ef"温箱中倒置过夜。第 :天，挑取已长出的

单个菌落，加入 322 !?含苄青霉素的 ?a培基，放入

摇床 ef"，:22 .oJIN，摇 g V，直至菌液浑浊。将菌液

分成 : 份，一份进行菌液 EYG，条件同之前目的片

段扩增，若有阳性结果，另一份菌液提取质粒后进

行重组质粒双酶切鉴定和送测序。

*i:ig 质粒瞬时转染 复苏 =>?@ 野生型细胞和实

验室之前已经构建好的的 =>?@ (89* 敲除细胞，待

细胞生长至对数期，铺在 p 孔板中，待细胞汇合度

为 f2c时，转染细胞，转染前 : V换液。转染细胞分为

实验组和对照组。实验组同时转染0?n_7MGX(7

E+.-7T>ZO-. 与 [Q+Z 788;& 启动子两种质粒各

* !K；对照组同时转染 0?n_7MGX(7E+.-7WQ@K7(89*

与 [Q+Z788;& 启动子两种质粒各 * !K。
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!"#"$ 荧光素酶活性检测 实验组和对照组细胞转

染 %& ' 后，每孔取出细胞培养上清液 #() !*，分成

#份，每份 !)) !*，置于 +$!加热 !$ ,-.，结束后置于

冰上备用。将 /012030 456-2

78

9:6; *:,-.0<10.10

=<<6> ?-3 试剂盒中的 @:AA02 =5（!)"）用蒸馏水稀释

成 !"的 @:AA02 =5 工作液，然后加入 /:B<32630 =5 颠

倒混匀后，室温避光孵育 !) ,-.，此为 =5混合液。向

白色不透光的 C+ 孔板中加入 !)) !* 加热后的细

胞上清液，再加入 !)) !* =5混合液，室温避光 $ ,-.

后，使用 52D,0E6 F;D 86G C+ 微孔板发光检测仪检

测荧光素酶活性，每个孔重复检测 + 次，此为 F;:1

值。将 /012030456-2

78

9:6; *:,-.0<10.10 =<<6> ?-3

试剂盒中的 @:AA02 F*4/（!("）用蒸馏水稀释成 !"

的 @:AA02 F* 工作液，然后加入 /:B<32630 F* 颠倒混

匀后，室温避光孵育 #$ ,-.，此为 F* 混合液。向白

色不透光的 C+ 孔板中加入 !(( !* 加热后的细胞

上清液，再加入 !(( !* F* 混合液，室温避光 ! ,-.

后，使用 52D,0E6 F;D 86G C+ 微孔板发光检测仪检

测荧光素酶活性，每个孔重复检测 + 次，此为 /H=5

值。F;:1 值与 /H=5 值的比值反映了样品荧光素酶

的活性，即启动子的活性。

!I#J+ 蛋白免疫印迹实验 /K9! 蛋白的大小约为

!L) M9，KK87 蛋白的大小约为 L) M9，据此选择浓

度为 &N的 /9/45=FH胶。待细胞汇合度为 &)N时加

入裂解液，裂解液为加入蛋白酶抑制剂（5OP，!) !E）

的 QO5=。收集到的细胞进一步经过超声处理（强度

%$N，超声 !) <，停 !) <，共计 !,-.），处理后的细胞

!# ))) 2R,-. 离心 !) ,-. 后收集上清，取 $ !* 蛋

白上清，通过 @P= 法测蛋白浓度，其余的加入 $"

*D6S-.E @:AA02，混匀，置于 CC!金属恒温混匀仪中

煮 !) ,-.。将样品与蛋白质 862M02 依次加入到 /9

/45=FH 胶的样品孔中，开始分离蛋白样品，条件为

T$ U L) ,-.，待蛋白质 862M02 完全分开后，将电压

换成 !#) U +) ,-.。之后用湿转的方法将蛋白转移

到 )"%$ !, 5U9V 膜上，转膜条件为 &$ U ! '。用 $N

的脱脂牛奶室温封闭 5U9V 膜 % '，之后敷育一抗过

夜。第 # 天，用 !"5@/7 室温洗涤 5U9V 膜L次，

之后二抗敷育 # '。HP*化学发光试剂盒中的 =液和

@ 液按 !W! 的比例混合，与 5U9V 膜敷育 ! ,-. 后，

置于 76.D. 化学发光凝胶成像仪中拍摄。

!J#JT 实时荧光定量 5PQ 设计 X5PQ 引物，KK#

87正向引物：$$4F777FF77P7=FFP=P7P7FP=F4

L$，反向引物：$$4=F=FPPF=7F7P==7P=FP=FF4

L$。内参基因选择 F=59Y，正向引物：$$4F7P7P

P7P7F=P77P==P=FPF4L$，反向引物：$$4=PP=P#

PP7F77FP7F7=FPP==4L$。Y0*6 野生型细胞和实

验室之前已经构建好的 Y0*6 /K9! 基因敲除细胞

系复苏后，用 72-ZD; 提取 QK=，然后用 Q0[023 6-S !<3

PS.6 />.3' ?-3试剂盒逆转录QK=为 19K=。此 19K=

以 !%!$) 的比例稀释后做为模板。使用 #) !* 反应

体系。分别加入 /\@Q F200. 8-G !) !*，稀释后的

模版 C !*，引物（V]Q）! !*。反应条件为，C$!预变

性 !) ,-.，之后扩增阶段，C$! !) <，+)! L) <，重复

%$ 个循环。溶解曲线阶段为 C$! !$ <，+)!^C$!

! ,-.。最后，根据 #

4!!P7 算法计算 ,QK= 的相对表

达量。

!J#J& 免疫共沉淀实验 抗体与 _2D30-.=RFB06S<

敷育 O5组加入 &)) !*冰 5@/、#)) !* QO5=裂解液、

L) !* _2D30-.=RF@06S< 和 # !E /K9! 抗体或 KK87

抗体，OEF 组加入 &)) !* 冰 5@/、#)) !* QO5= 裂解

液、L) !* _2D30-.=RF@06S< 和 # !E 同源的 OEF 抗

体。在 %!冰箱内孵育 & '，期间要不停颠倒混匀。细

胞蛋白质的提取同前蛋白免疫印迹实验。提取的蛋

白质分成 L 份，一份作为 O._:3，另外两份分别加入

到已经孵育好的@06S<中，每管的蛋白量约为 #,E。在

%!冰箱内孵育过夜，期间要不停颠倒混匀。第 #天，用

预冷的 O5 洗液低温条件下洗涤 @06S< $ 次。之后每

管加入 %) !* #J$"*D6S-.E @DAA02，混匀后在金属恒温

混匀仪上加热 !) ,-.，%!离心，!# ))) 2R,-. !) ,-.，

取上清。之后进行蛋白免疫印迹实验，实验方法同前。

!JL !"#$% 数据分析使用 /5// ##J) 版本软

件，实验组和对照组之间差异的比较采用两个独立

样本 ! 检验的方法。"`)J)$ 为差异具有统计学意义。

! !"

#J! &'()*+, 通过检索 7O8HQ 数据库，

发现在膀胱癌、宫颈癌、肾癌和头颈鳞状细胞癌中，

KK87基因与 /K9!基因的表达量呈正相关，见图 !。

#J# F;:14KK87-./0123456789 以

Y0_F# 细胞提取的 QK= 逆转录得到的 19K= 为模

版，根据 KK87 基因启动子区4! $))^]#)) 区间的

编码序列设计上游引物，扩增 KK87 基因启动子，

目的片段大小约为 # $)) B_，见图 #。切下目的条

带，回收扩增的目的片段。将载体 F;:14KK87 启动

子重组质粒和目的片段同时进行双酶切。将酶切后

的片段和载体以 !&$ 的质量比混合在一起，加入 7%

连接酶，室温连接 ! '。连接产物转化感受态细胞

726.<!47!，放入摇床扩增。取部分扩增后的菌液进行

菌液 5PQ。菌液 5PQ 设置阴性对照组（超纯水），阳

性对照组（稀释的 KK87 启动子区扩增产物）和菌

液组（扩增的菌液）。结果显示在 # $)) B_ 左右有特

卢鑫，等JKK87 基因启动子双荧光素酶报告系统的构建及其与 /K9! 靶向关系的验证!
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注：!""#肾上腺皮质癌；$%&'：肾乳头状细胞癌；()"!：膀胱尿路上皮癌；*+,"：头颈鳞状细胞癌；"-,"：宫颈鳞状细胞癌

! ! ""#$" %"&'#$%&'()*+,-./

()* ' +,--./01),2 3.14..2 .56-.77),2 ,8 ""9$ 02: %"&' )2 ;</1) =02=.-7

异的条带，见图 .。为了进一步进行验证，选取菌液

'"& 阳性的菌液样本继续扩增，提取质粒，然后与

空载质粒一起进行双酶切和琼脂糖凝胶电泳，结果

显示，菌液 '"&阳性的质粒样本的结果中出现两条

特异性条带，分别为 / 000 12和 3 400 12，见图 5。

678 9:;<=++>? !"#$%&'()*+ 将过

表达 2)@A=%&-, =';BC =D:EF =,+GH 质粒和空载

2)@A=%&-,=';BC=IJ<KCB 质粒分别同 9:;<=++>?

启动子质粒一起转染 *J)E 细胞，检测报告基因的

转录活性。实验组启动子活性超过对照组的 6 倍，

见图 L，差异具有统计学意义（!M67LNL，"OP7000 Q）。

R 000 12

L 000 12

8 000 12

6 000 12

Q 000 12

6 L00 12

注：>：G+! SEBTJB；Q：++>? 基因启动子区片段扩增产物

! > ?+@01,2 ""9$3456789:

()* > A<;02 ""9$ *.2. 6-,;,1.- -.*),2 7.B<.2=. 0;6/)8).: 3C

?+@

注：>：G+! SEBTJB；Q：阳性对照组；6：阴性对照组；8：挑取的菌落

! D ;< ?+@=>?@

E)* D @.7</17 ,8 30=1.-)0/ ?+@

R 000 12

L 000 12

8 000 12

6 000 12

Q 000 12

Q >

> Q 6 8

注：>：G+! SEBTJB；Q：空载质粒；6：菌液 '"& 阳性株扩增后提

取的质粒

! F ABCDE=>?@

()* F @.7</17 ,8 6/07;): :,<3/. .2GC;. :)*.71),2

R 000 12

L 000 12

8 000 12

6 000 12

Q 000 12

> Q 6 >
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!"# $%&' !"#$%&'() ()*+ * )),- +

,-./01 在 ./01 野生型细胞和实验室预先

构建好的 ./01 ()*+ 23 细胞中，分别用免疫印迹

法和实时荧光 %&' 从蛋白水平和 4')5 水平检测

)),- 的表达水平。结果表明，在 ./01 ()*+ 23 细

胞中 )),- 的蛋白表达量和 4')5 水平均低于

./01 6- 细胞（!78"98:，"7;";;# !），见图 :。

!"8 $%2345( 为了进一步研究 ()*+ 蛋

白与 )),- 的潜在相互作用，分别用 ()*+ 抗体和

)),- 抗体在野生型 ./01 细胞的蛋白裂解液中富

集蛋白复合物，然后通过蛋白免疫印迹的方法去验

证。结果显示，生理状态下 ()*+可以与 )),-形成

蛋白复合物，见图 <。

! !"

)), 是近年利用基因芯片和蛋白组学技术比

较不同癌组织和癌旁组织之间差异表达分子时筛

选出的在肿瘤组织中异常表达的蛋白质酶。目前发

现 )),- 在多种肿瘤组织中异常高表达，且与肿瘤

细胞多种特征性的生物学功能密切相关。有报道

称，在卵巢癌中，)),- 通过增加肿瘤细胞对葡萄糖

剥夺的耐受性影响肿瘤细胞的增殖=+>?，并通过影响

肿瘤细胞的上皮间充质转化（@,-）来影响肿瘤的

迁移性=+#?。在乳腺癌中，)),- 通过影响 (A'-+ 的稳

定性来增加肿瘤细胞对化疗的敏感性=+8?。在胃癌和

肾癌中 )),- 上调转化生长因子（-BC）D!+的表达

促进了肿瘤细胞的上皮间充质转化=+:?。在肝癌中，

)),- 可以抑制 &*## 的降解，进而促进肝癌迁移

和侵袭=+<?。在皮肤鳞状细胞癌中，)),- 可以通过促

进基质金属蛋白酶 E 的表达来增强肿瘤细胞侵袭

能力=+9?。)),-表达量随着肿瘤组织恶性度的进展而

升高，可以作为反映肿瘤恶性程度的早期指标。在

免疫微环境中，)),- 是肿瘤相关成纤维细胞

（&5C）分化，以及基质中肿瘤进展的核心调节因子，

有成为肿瘤治疗靶点的潜力=+#?。此外，由于 )),-催

化反应的原料 (5, 与产物 (5. 之间的相对量

（(5,F(5.）常常被用来描述其他甲基转移酶的活性，

有人提出 )),-可能起到调节甲基供体库的作用=+E?。

()*+ 蛋白是经典的转录共激活因子，其最早

被发现可以与 @G 病毒核抗原 !（@G)5!）和转录因

子 -C"@ 相结合，促进其下游基因的转录活性 =9?。

()*+ 在肿瘤细胞中高表达，被认为是一种肿瘤蛋

白=8D<?。在肝癌中 ()*+中被发现可以通过激活核因子

（)C）D#G信号通路，促进肝癌中新生血管的生成=E?，

在乳腺癌中 ()*+ 通过激活 -BCD!+ 促进乳腺癌

@,- 的发生、发展=+;?。在卵巢癌中，()*+ 也可以通

过调节钙黏蛋白开关从而影响卵巢肿瘤的上皮间

充质转化=++?。值得注意的是，()*+ 在增值旺盛的细

胞中高表达，如肝脏、胰腺，在终末分化的细胞表达

量降低或不表达，如心肌、骨骼肌、脑等。)),- 的表

达谱也有同样的分布趋势。在人胚胎干细胞中，随

着细胞分化水平的升高，*)5 甲基化水平也逐步升

高，)),- 的表达量逐渐下降，()*+ 的表达水平也

同样呈现出下降的趋势。这提示 ()*+很可能参与了

)),- 介导的 (5, 缺失，从而影响了细胞 *)5 及

组蛋白的甲基化水平。

在本研究中，笔者分析过表达 ()*+ 的宫颈癌

细胞和野生型宫颈癌中 )),- 基因表达差异以及

分析网络数据库中的 ()*+ 和 )),- 表达量间的

注：H"I;";8

# " $ ##$%%&'()*+,-

&'( " )*+,- ##$% (.-. /01+12.0 ,32'4'25 ,66,5

>

!

+

;

&JKL

C05BD()*+

荧
光

素
酶

实
验

()*+

)),-

!D1MJNO

./01

./01 23

P*1

D+;;

D>;

D#8

+"8

+";

;"8

;";

)
)
,
-
4
'
)
5
表

达
量

6-

23

注：H"I;";8

# 7 ).8,9%./0).8,:#;<1&23./4##$%56789

&'( 7 =>/0.66'1- 1? ##$% '- ).8,9% 3.@@6 ,-A ).8, :#;< (.-.

B-13BC1*2 3.@@6

# D :#;<:##$%;<=>?@ABCD

&'( D E-2.0,32'1- F.2G..- :#;< ,-A##$% '- /012.'- @.4.@

%+;;

)),-

A%

N

O

Q

R

J

A

S

B

(

)

*

+

P*

D+;;

D>;

)),-

%+;;

A%

N

O

Q

R

J

A

S

B

)

)

,

-

P*

D>;

D+;;
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相关性发现，!"#$ 与 ""%& 的表达量之间呈一定

程度的正相关。为了进一步验证，笔者通过构建'()*+

""%& 启动子重组质粒，并使用双荧光素酶活性检

测的方法，证明了 ""%& 与 !"#$ 基因之间存在相

互作用，并通过免疫印迹和实时定量 ,-. 的方法验

证了笔者的结论。并进一步利用免疫共沉淀的方法

证明了 ""%& 与 !"#$ 之间存在相互作用。为进一

步揭示 ""%& 在肿瘤细胞的发生、发展中的功能提

供了新的思路。
!"#$%

/$0 12345 !，!6)7(8932: - ;，<=:93>:(?4)7 . %@A)789 (:B=C 9:*4D:!

987:E= "+7=D>5(DC893F=C83=G *#"1 *(49:9H，=IJC=33:49，89E ?:4!

*>=7:*8( *>8C8*D=C:68D:49/K0G K L:4( ->=7，$MMN，OPM（OQ）：$NRST

/O0 ,:33:43 ,G ":*4D:987:E= "U7=D>5(DC893F=C83=：74C= D>89 8 B:D87:9

LS *(=8C89*= =9657=/K0G &C=9E3 V9E4*C:94( %=D8?，OQ$W，OR（T）：SNQ

/S0 ;: !，X:84 ;，Y89H Z，=D 8(G ,C4H943D:* B8()= 4F 9:*4D:987:E= " +

7=D>5(DC893F=C83= =IJC=33:49 :9 J8D:=9D3 [:D> 34(:E D)74C3：8 353D=7!

8D:* C=B:=[ 89E 7=D8+898(53:3/K0G \C49D ,>53:4(，OQ$R，M：$NQW

/N0 !8CD:9: #，%4CH89D: !，'):E: V，=D 8(G ":*4D:987:E= "+7=D>5(DC893!

F=C83= :9 949+378(( *=(( ()9H *89*=C：JC47:3:9H C=3)(D3 F4C D8CH=D=E

89D:+*89*=C D>=C8J5/K0G -=(( L:4*>=7L:4J>53，OQ$S，PW（S）：RPT

/T0 ]*>48 L，->:*4 Y，%8CD"9=6 % KG ^93:H>D3 :9D4 !"#$ 49*4H=9= JC4!

74D=C C=H)(8D:49/K0G \C49D ]9*4(，OQ$R，R：PQP

/P0 K 8C:[8(8 "，.8_83=28C89 #，%=9E468 . '，=D 8(G ]9*4H=9:* C4(= 4F

!"#$ :9 E=B=(4J7=9D 89E JC4HC=33:49 4F >=J8D4*=(()(8C *8C*:9478/K0G

-89*=C .=3，OQ$W，WW（$O）：SSQP

/W0 K8C:[8(8 "，.8_83=28C89 #，!C:B83D8B8 K，=D 8(G .4(= 4F D>= 3D8J>5(4!

*4**8( 9)*(=83= 89E &)E4C E478:9 *49D8:9:9H $ :9 49*4H=9=3:3（C=!

B:=[）/K0G ^9D K ]9*4(，OQ$T，NP（O）：NPT

/R0 &49H `，#C8J2:9 .，Y8(8789*>:(: .，=D 8(G&>= VJ3D=:9UL8CC B:C)3

9)*(=8C JC4D=:9 O 8*:E:* E478:9 F4C73 8 *47J(=I [:D> 8 94B=( *=(()!

(8C *48*D:B8D4C D>8D *89 :9D=C8*D [:D> &\^^V /K0G %4( -=(( L:4(，

$MMT，$T（M）：NWST

/M0 Y) ;，;:) `，-): a，=D 8(G !"#$ 1*D3 E4[93DC=87 4F &'\!$ 89E )J!

3DC=87 4F 37)CF$ D4 JC474D= ?C=83D *89*=C 7=D83D83:3/K0G -89*=C .=3，

OQ$T，WT（W）：$OWT

/$Q0 Y) ;，#: Y，̀ :9 ;，=D 8(G !"#$ 8*D3 83 8 94B=( H=9= DC893*C:JD:49 8*!

D:B8D4C C=*4H9:6:9H D>= *493=CB=E %4D:F E478:93 4F !78E JC474D=C3，

:9E)*:9H &'\!$ C=3J493= 89E ?C=83D *89*=C 7=D83D83:3 /K0G ]9*4!

H=9=，OQ$W，SP（OW）：SMQS

/$$0 `:9 ;，Z>84 .，;=: K，=D 8(G !"#$ 8*D3 )J3DC=87 4F !;b' D4 C=H)(8D=

D>= =J:D>=(:8(U7=3=9*>578( DC893:D:49（V%&）:9 !a]cS *=((3 /K0G

\1!VL K，OQ$M，SS（S）：SWMT

/$O0 <89H Y，<89H `，-): `，=D 8(G ]9*4JC4D=:9 !"#$ >:_8*23 983*=9D

%A-U^ >=8B5 *>8:9 D4 V.U8334*:8D=E E=HC8E8D:49，(=8E:9H D4 :7!

J8:C=E -#R（d）& *=(( C=3J493= :9 D)74C/K0G !*: 1EB，OQOQ，P（OO）：

=8?8TN$O

/$S0 a89328 K，13J)C:8 , ,，&85(4C+A8CE:9H L，=D 8(G '()*43= E=JC:B8D:49

=(:*:D3 J>=94D5J:* J(83D:*:D5 B:8 ZVL$+7=E:8D=E =IJC=33:49 4F ""!

%&/K0G ]9*4D8CH=D，OQ$W，R（$P）：OPOQQ

/$N0 V*2=CD %，-43*:8 \，->C5J(=[:*6 1，=D 8(G ,C4D=47:*3 C=B=8(3 ""%&

83 8 783D=C 7=D8?4(:* C=H)(8D4C 4F *89*=C+8334*:8D=E F:?C4?(83D3 /K0G

"8D)C=，OQ$M，TPM（WWTR）：WOS

/$T0 <89H Y，Z=9H K，<) <，=D 8(G ":*4D:987:E= "+7=D>5(DC893F=C83=

=9>89*=3 *>=74C=3:3D89*= :9 ?C=83D *89*=C D>C4)H> !^.&$ JC4D=:9

3D8?:(:68D:49/K0G LC=83D -89*=C .=3，OQ$M，O$（$）：PN

/$P0 ;:89H ;，Z=9H %，,89 A，=D 8(G ":*4D:987:E= "+7=D>5(DC893F=C83=

JC474D=3 =J:D>=(:8( +7=3=9*>578( DC893:D:49 :9 H83DC:* *89*=C *=((3

?5 8*D:B8D:9H DC893F4C7:9H HC4[D> F8*D4C +!$ =IJC=33:49 /K0G ]9*4(

;=DD，OQ$R，$T（N）：NTMO

/$W0 ;: K，Y4) !，Z>89H !，=D 8(G V(=B8D=E "+7=D>5(DC893F=C83= =IJC=33:49

:9E)*=E ?5 >=J8D:* 3D=((8D= *=((3 *49DC:?)D=3 D4 D>= 7=D83D83:3 4F >=J!

8D4*=(()(8C *8C*:9478 B:8 C=H)(8D:49 4F D>= -#NNBS :34F4C7/K0G %4(

]9*4(，OQ$M，$S（M）：$MMS

/$R0 A8> Y !，->4 A Y，K4 ! Y，=D 8(G ":*4D:987:E= "+7=D>5(DC893F=C83=

:9E)*=3 D>= JC4(:F=C8D:49 89E :9B83:49 4F 3e)874)3 *=(( *8C*:9478

*=((3/K0G ]9*4( .=J，OQ$M，NO（T）：$RQT

/$M0 b(894B32858 ] 1，Z)>( 1 %，-C8B8DD L \G ""%& JC474D=3 =J:H=9=D!

:* C=74E=(:9H :9 *89*=C ?5 *C=8D:9H 8 7=D8?4(:* 7=D>5(8D:49 3:92/K0G

"8D ->=7 L:4(，OQ$S，M（T）：SQQ

（OQOQ+$$+ON 收稿）
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