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利用 ()*+,)-(./0 技术体内标记示踪小鼠内源性
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膳食胆固醇的过量摄入是导致高胆固醇血症 的常见原因，对胆固醇吸收机制的认识可望为高胆

固醇血症的防治提供新的思路。目前认为，胞外游离

胆固醇的吸收主要是由尼曼:匹克 (" 型样蛋白 "

（1IB7.DD:,I<] (": 2I]B "，1,("2"）介导的囊泡内

吞（VB/I<?W.C BDU><R@>/I/）途径实现的^":&_。1,("2" 高
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表达于小肠吸收型上皮细胞的刷状缘和人及灵长

类动物的肝细胞胆管面!"，#$。%&'"("基因敲除小鼠对

胆固醇的吸收率下降约 )*+，能够抵抗饮食诱导的

高胆固醇血症；而其他脂类（如甘油三酯、磷脂）和植

物性甾醇的吸收则不受影响!,-.$。解析%&',(, 囊泡形

成、内吞、运输和循环等相关过程的细胞分子机制，

对揭示胆固醇的吸收机制具有重要意义。本研究利

用'/01&/2'345 技术，通过融合表达，在内源性

%&',(, 蛋白的 ' 端分别标记上增强型绿色荧光

蛋白678& 和由 9:;9999; < 个氨基酸组成的

8(=7蛋白标签，为该分子的示踪和功能研究提供有

效手段。

! !"#$%

,>, !"#$ '?)@(2A% 小鼠（品系代码 .,B）引

自北京维通利华实验动物公司。按照 1&8级动物饲养

标准繁殖饲养于本实验室动物房!许可证号：1:C;

（沪）.*,5-**B#$，环境温度 .?!，湿度 #*+")*+，,. D

光照，昼夜交替。小鼠饲料、垫料和饮水均经过高温高

压灭菌处理。<",*周龄的雄性小鼠用于实验。

,>. %&'( 载体质粒 EF)-G7、E'1-H7、EFI-

J7来自 @KLMNOLPQR &D3ST3MQUOKM3V4公司，限制性核酸

内切酶（FDQSTL 1MKQROKWKM 834O 9KPQ4O系列），7QRQ/UVQS

, XY EVU4 9%= (3ZZQS（FDQSTL 1MKQROKWKM，1[,HH.），

%QLR

F[

FS3R4WQMOKLR 1N4OQT（0R\KOSLPQR，[&; ,**5A），

.]F3^ &VU4 [34OQS [K]! 9NQ &VU4（I3_NTQ，&.,B-*,），

;`98C9%=聚合酶（F`:`@`，;8C-,*,），[67=4DLSO#

4MSKEO

F[

F) 转录试剂 盒（FDQSTL8K4DQS 1MK QROKWKM，

=[,B?J），[67=MVQ3S

F[转录纯化试剂盒（FDQSTL8K4DQS

1MKQROKWKM，=[,5*<），9=&0（0R\KOSLPQR，9,B*A）。

,>B 4P/%= )*+,-./01 根据 '/01&/2

'345 系统中 4P/%= 切割原理，针对 %&',(, 基因终

止密码子后的非翻译区，在 '/01&/设计网站（DOOE：22

aaa>43RPQS>3M>UX2DOPO2aPQ2）上选择打靶分数高且脱

靶率低的 4P/%= 序列，B$端引入一个与靶向 9%=

序列错配的碱基。4P/%= 序列和对应的靶向序列见

表 ,。于 4P/%= 序列两侧加上与 E'1-B7 骨架质粒

互补的同源臂序列，左侧同源臂序列为 ?$-'F=FFF'#

F=7'F'F===='-B$，右侧同源臂序列为 ?$-77F#

7FFF'7F''FFF''=-B$。合成单链寡聚核苷酸片

段，经退火后，通过 7KY4LR 无缝连接的方式连入经

!"#0 和 $%&'0 双酶切线性化的 E'1-B7 质粒，连接

产物转化后选择经测序验证正确的克隆，采用 b'=

F[

-

'/01&/2'345 荧光素酶活性检测法检测 '34524P/%=

的活性。

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

)/0 % +,*"-/12."3 +4564174+ 8/9,48:1, '!()*;<"#=>&> ,414

4P/%=

4P/%=,

4P/%=.

4P/%=B

4P/%=J

4P/%=?

4P/%=A

4P/%=)

4P/%=<

4P/%= 寡核苷酸序列（?$!B$）

'7F77''''FF=F'=7''

7=777==7='''F'7F77''

'F77FF7FFF''==77''

'7=777F'FF'''F'F77FF''

'7777=''F=F7='=='''

='F''=FF=7=='FFFF77F''

F77=7''F77='==7'F''

=F7='=='===7F77''

靶向 9%= 序列（?$!B$）

'FF7'F7=F==7777''='7=77

77''='7=777F'FF'''F'F77

'=77''FF77==='==''=7=77

==''=7=777==7='''F'7F77

FFF7FF7F'=F=77F''''7=77

=''====7FF'F==F77=7F=77

=77=7'FF7F''=77'F''=F77

='F77''='FFF7FF7F'=F=77

,>J '34524P/%= 2345 选择高活性的 4P/#

%=，在其对应的 9%= 序列两侧分别加上与骨架质

粒匹配的同源臂序列，其中 ?$端同源臂序列为 ?$-

'F=FFF'F=7'F'F===='-B$，B$端同源臂序列为

?$-F=F=7F7=7F'7F=FF=-B$。合成的两条互补单

链寡核苷酸片段经退火后，通过 7KY4LR 无缝克隆方

式组装至经 !"#0 和 $%&(0 双酶切的质粒载体

EF)-.7，质粒经测序正确后，使用 F) /%= 聚合酶

和 [67=4DLSO4MSKEO

F[

F) 转录试剂盒，体外转录

4P/%= 和 '345 T/%=，产物经 [67=MVQ3S

F[ 转录纯

化试剂盒纯化回收后，进行 /%= 电泳检测。

,>? 6789:;<2=>? 根据打靶方案，在

%&',(, 基因 B$bF/ 插入 8(=7-678& 基因序列。

构建打靶载体所用的引物见表 .。以基因组 9%= 为

模板，用引物 (=-82/ &'/ 扩增 ?$端同源臂（(=），

大小为 , B<< YE；以基因组 9%= 为模板，用引物

/=-8,2/ 的扩增产物为模板，再用引物 /=-8.2/

扩增得到 B$端同源臂（/=），大小为 , .5J YE；引物

87-82/ 扩增插入的 8(=7-678& 基因序列（87），

长度为 )<5 YE。扩增产物经 =0`

F[ 法克隆进载体

EFI-J7，经酶切和 9%= 测序鉴定正确的克隆用于

后续显微注射。
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!"# !"#$%&'() 将体外转录制备的

$%&'(、)*$+ ,&'( 和打靶载体质粒配制成混合

物，通过显微注射法注射到 )-./01#' 小鼠受精卵

胞质中，然后移植到假孕受体母鼠内，母鼠生产获

得的子鼠称为 23 代小鼠。

!". !"*+,-. 受精卵移植的假孕母鼠单

笼饲养 43 5后，观察乳鼠出生情况。剪取长至 !周后

23 代小鼠尾尖组织 ! 6,，溶于 -33 !0 基因组 7'(

裂解液 8394: ;7;、394 ,<=10 '*)=、- ,,<=10 >7!

?(、3"! ,<=@0 ?AB$CD)=（ED F"3）、3"- %@0蛋白酶 GH，

提取基因组 7'( 进行 I)& 鉴定其基因型。基因型

鉴定引物设计见图 4(，反应体系为基因组 7'( ! !0

（-3 J%），4"I)& ,BK!4"- !0，!3 !,<=@0 上下游引物

各 ! !0，55D
4

L +"- !0，总体积为 4- !0。采用

?<M6N5<OJ I)&，反应条件为 +P#，4 ,BJ；+F$，!3 $，

#.%-.$，Q3 $，#F$，4 ,BJ，每个循环降低 39.$，共 !-个

循环；+F$，!3 $，-.$，Q3 $，#F$，4 ,BJ，共 4- 个循

环；再于 #F$，!3 ,BJ。反应结束后取 !3 !0 I)&产物

跑 4R 琼脂糖凝胶电泳，根据产物大小判断小鼠基因

型并经测序确认。以 I!2@I!&引物扩增得到 4 !-P SE

产物且以 I42@I4& 为引物扩增得到 ! +.! SE 产物，

为 23 阳性小鼠。I!2 序列为 -& T()??)?)?U?(!

U(?UU(()))(UTQ&，I!& 序列为 -& TU?(U??U

?()?))(U)??U?U))))TQ&；I42序列为 -&T)()!

U()??)??)((U?))U))(?U)TQ&，I4&序列为 -&T

)(U))(?((U()))(?U))(UTQ&；IQ2 序列为 -&T

)(UUU))(U(?U??(())((U) ?)?TQ&，IQ& 序列

为 -&TU?())()?U))()()U ??)))((UTQ&。鉴定

阳性的 23 代小鼠和野生型 )-./01#' 小鼠交配，获

得 2!代小鼠。2!代小鼠基因型鉴定方法同 23代小鼠，

经鉴定有同源重组者再经 ;<MVNWAJ 印迹检测确认。

!"F /0123 'I)!0!T20(UT>U2I 456

78 野生型和纯合小鼠腹腔注射 P:水合氯醛溶

液麻醉后快速取小肠组织，剪取 ! 6,空肠中段组织，

浸泡入 P:的中性多聚甲醛中于 P$固定过夜。组织

经I/;洗涤后，依次在 !-:、Q3:的蔗糖溶液中脱水过

夜，L)? 包埋并经液氮速冻后切片。厚度为 F !, 的

冰冻切片于 --$烘烤 43 ,BJ，!3 !%@,0 7(IX 溶液

衬染 - ,BJ，I/; 轻洗 Q ,BJ' Q 次，晾干后中性树胶

封片，于倒置荧光显微镜（L=Y,EM$ 7IF3）下观察。

! !"

4"! $%&'(9:;<6=>?@A 针对 'I)!0!

基因第 !+ 外显子靶向位点附近的不同区域，定制

F条 $%&'( 的相应寡核苷酸链，构建重组载体 E);T

$%&'(，并与包含靶点基因片段的 EZ)(T'I)!0!

载体共转染检测 )*$+@$%&'( 的剪切活性。如图 !(

所示，$%&'(!、$%&'(Q、$%&'(-、$%&'(F 均有较强

的剪切向导活性。综合考虑靶点位置和活性结果，

选择 $%&'(! 进行体外转录制备向导 &'(，凝胶电

泳显示 $%&'(! 在 #-$温育 - ,BJ 呈现出单一条

带，提示成功制备可用于显微注射的 &'(（图 !/）。

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

"#$ ! %&'()& *)+,)-.)* /0& 12) .0-*1&,.1'0- 0/ 1#&3)1'-3 4).10&*

引物名称

0(T2

0(T&

2UT2

2UT&

&(T2!

&(T&

&(T24

&(T&

产物大小（SE）

! QFF

.F+

! 4-#

! 4+P

引物序列（-&!Q&）

???((U((UU(U(?(?()(?U)()(()(U?)?))(U)?()(?)())

)U?)(?)U?)???U?(U?)UU(?))U))())?))U(()????UU?)()????UUU)(U(

U(?))U()?()(((U()U(?U()U()((UUU(UU?UU)UU(?))(?UU?U(U)((U

)?()?))())?)?UU)(UU?)(?U(??()??U?()(U)?)U?))(?U))U(U(U

U?))(UU)?))(?UU??)??U)?U(?((UUUU))()U(U)U?)??)))?)?UU??U???)

??U??(U)(U))UU(?)?)(UUUU?)()()?)?U?))?(UUU)?(?

)((U?((?)(?U())?U))(U(UU?UU(U?(UU(U)??U?))(UU)?))(?UU??)??

??U??(U)(U))UU(?)?)(UUUU?)()()?)?U?))?(UUU)?(?

注：(：Z)(

?[

T)&X;I&@)*$+ 荧光素酶法检测 $%&'( 活性；/：凝

胶电泳检测 $%&'( 的体外转录产物

/ 5 '0 6%758512 9!3 *3:6;456789:;

<'3 5 "2) #.1'4'1= #-> 1&#-*.&'?1'0- ?&0>,.1* 0/ 12) *3:6; 1#&"

3)1'-3 9!)-> 0/ 6%7585 3)-)
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!"! !"#$%&'()* 在小鼠 #$%&'& 基

因的终止密码子前面敲入 (')*+,*($ 编码序列

的打靶策略见图 !)。打靶载体酶切鉴定结果如图 !-

所示，正确的克隆经 !"#. 酶切可得到 / 01/ 23 和

400 23片段；经 $%&'!和 ("). 双酶切可得到 5 46!

23、! 0!7 23 和 & 008 23 片段；经 *+,-.!和 /"&!

双酶切可得到 6 /&& 23 和 ! !/7 23 片段。

!"5 (0 + (& ,-.%/01234)* 通过

66/ 个受精卵的显微注射和体内移植，出生子鼠66

只，出生率 8"4/9；经 $%: 基因型鉴定，其中 6 只 (0

小鼠发生同源重组，阳性率 8"&9。对 $%:鉴定同源重

组阳性的 (&代小鼠，进一步进行基因组的 ;<=>?@AB

印迹检测，探针结合位点和限制性内切酶酶切位点

见图 !) 所示。基因组 C#) 经 01"$!酶切后，以

7!探针杂交显影，出现 8"7 D2条带者为野生型，6"1 D2

条带者为重组小鼠。基因组 C#)经 023$!酶切后，

以 ,*($探针杂交，仅见 /"1 D2条带者为正确重组且

无随机插入的阳性 (&代小鼠。;<=>?@AB印迹结果显

示编号 &"6 为阳性 (& 代小鼠，编号 7"1 为有随机插

入的重组小鼠，编号 4为野生型小鼠（图 5)）。

注：)：;<=>?@AB 印迹检测 (& 代小鼠的基因同源重组情况；各泳道上方所示为小鼠编号；7! $A<2@E 7!探针；,*($ $A<2@：,*($ 探针；-：$%:

法鉴定小鼠基因型；FB<GD+HB IJJ@J@：敲入等位基因；KHJL+>M3@ IJJ@J@：野生型等位基因；NON 为野生型小鼠；POP 为 #$%&'&+(* 纯合小鼠

! ! "#"#$%&' $%&'()*+()*+,-./01

",- ! $%&'()*+ ./%'',+- 0+1 -)+%'23,+- 0+0/24,4 %5 3%4,',6) "# -)+)*0',%+ 7,8)

注：)：#$%&'& 基因 5!端非翻译区插入 (')*+,*($ 基因的打靶载体构建示意图；7!3A<2@ 和 ,*($ 3A<2@ 所示为 ;<=>?@AB 印迹检测所用探

针结合位置；$&(O$&:、$!(O$!: 和 $5(O$5: 所示为小鼠基因型鉴定用引物位置；,&4：外显子 &4；,&8：外显子 &8；')：左侧同源臂；:)：右侧同

源臂；01"!、023$"为限制性内切酶；-：正确重组的打靶载体酶切鉴定结果；4"2"、$%&'!、562!、*+,-.!、/"&"为限制性内切酶

! 9 :;<$=;>:04 ?23' @=:#A#-.456789:;<=>01

",- 9 $8()70',8 1)7%+4'*0',%+ 5%* :;<$=;>:04?B7)1,0')1 )1,',+- %5 @=:#A# -)+) 0+1 *)4'*,8',6) )+C27) 1,-)4',%+ 0+0/24,4 %5 -)+) '0*-)'!
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8"7 D2

6"1 D2

/"1 D2

FB<GD+HB IJJ@J@

KHJL+>M3@ IJJ@J@

& 554 23

770 23

NON POP

进一步鉴定 (& 代小鼠基因型的引物设计见图

!)，以引物 $5(O$5: 扩增，野生型基因和 (')*+

,*($ 敲入的等位基因型可分别得到 770 23 和

& 554 23 的产物。如图 5- 所示，只有 770 23 产物

的是野生型小鼠（NON）；只有 & 554 23 扩增产物的

是 表 达 #$%&'& +(')*+,*($ 融合蛋白 （简称

#$%&'&+(*）的纯合小鼠（POP）。

!"6 ,*($ 56789 #$%&'& 蛋白在小肠上

皮细胞的表达特征与野生型小鼠（NON）相比，纯

合小鼠（POP）的空肠绒毛上皮细胞肠腔面可见

明显的绿色荧光，勾勒出清晰的刷状缘质膜轮

廓（图 6）。
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! !"

!"#$%$ 蛋白在肠道和肝内胆道游离胆固醇的

摄取中发挥重要作用。寻找 !"#$%$ 的共作用分子，

是解析胆固醇吸收机制的有效策略。因包括大鼠在

内的啮齿类动物肝脏组织几乎不表达 !"#$%$ 蛋

白，迄今关于 !"#$%$ 介导胆固醇吸收机制的研究

多以离体大鼠肝癌细胞为模型，导入人 !"#$%$ 基

因进行的。有课题组利用 !"#$%$&'()" 在大鼠肝

癌细胞过表达的细胞模型，经免疫沉淀和质谱分

析，发现共作用分子 )*+,-**-. 在介导形成富含胆固

醇的 !"#$%$ 微区（/-01+2+/3-.）膜结构和胆固醇

吸收中发挥重要作用456。该课题组还发现 #*3,71-. 的

接头蛋白 !8/9 能特异性识别和结合 !"#$%$ 蛋白

# 末端的 :;!<<) 内吞信号肽，从而招募 #*3,71-.

以启动 !"#$%$ 内吞4=&>6。此外，该课题组还证实了卸

载胆固醇后的 !"#$%$ 从内吞循环体（?.2+0@,-0 1?!

0@0*-.A 0+/B31,/?.,，'C#）转运回胞膜时，需要小 (

蛋白#20DE

4F6和 %GH区和 30,-.结合蛋白 $（%GH 2+/3-.

3.2 30,-. 9-.2-.A $，%GHI$）4J6介导耦联含/@+K-. ;9 的

运输复合物。然而，目前尚无可体内示踪 !"#$%$ 的

动物模型，用以进一步在体探索 !"#$%$ 在胆固醇

吸收中的作用机制。

在 !"#$%$ 蛋白的在体功能研究方面，目前常

用的小鼠模型为 !"#$%$ 基因全身敲除模型4$&E6，或

者在全身敲除的基础上利用 L-**-.&#1? 使肠道过表

达人源 !"#$%$

4$M6，或者利用载脂蛋白 ' 启动子在

肝脏过表达人源 !"#$%$

4D，$$&$E6，以探讨肠道或肝脏

!"#$%$ 蛋白在胆固醇代谢中的作用。虽然敲入的

外源 !"#$%$ 在标靶组织的定位与内源性蛋白的定

位基本一致，但是也会发生脱靶现象。比如胃和肾

组织也有 L-**-. 启动子活性4$N6，因此无法排除这些组

织表达的外源 !"#$%$ 在胆固醇代谢稳态维持中的

作用。本研究的 !"#$%$O)( 工具小鼠是利用

#CGP"CQ#3KJ 技术在内源性 !"#$%$ 基因末端插入

标签蛋白基因，不会改变内源性 !"#$%$ 蛋白的表

达分布，因此可以有效避免 !"#$%$ 在标靶组织外

表达而造成的实验假象。

文献报道的关于 !"#$%$ 定位的研究，不管是

在体的小鼠组织还是离体的细胞模型，均利用荧光

标记二抗杂交显影，这在放大荧光信号的同时也会

产生杂信号。本研究的小鼠模型在内源性!"#$%$蛋

白 # 端标记上 '()" 蛋白，荧光显微镜下可见绿色

荧光分布在小肠上皮细胞的刷状缘膜，与文献报道

的!"#$%$ 蛋白的分布特征一致，说明 '()"敲入能

准确示踪内源性 !"#$%$ 蛋白的表达分布。该模型

可以方便地利用荧光显微镜直接观察内源性

!"#$%$蛋白的定位、内吞囊泡的形成及其在细胞内

的转运，也可避免抗体杂交所致的杂信号的干扰。

另外，!"#$%$ 蛋白还带有 )%I( 标签，利用 )%I(

抗体可以高效地富集 !"#$%$蛋白及其共作用蛋白，

结合蛋白组学分析手段，可以深入分析调控 !"#$%$

蛋白表达、降解的分子机制以及参与胆固醇代谢的

信号通路。

总之，笔者成功构建了肠道特异性表达 !"#$%$&

)( 融合蛋白的小鼠模型，且可利用 '()" 标签蛋白

镜下可视化追踪 !"#$%$ 蛋白的在体运动轨迹，利

用 )%I( 标签抗体富集捕获 !"#$%$ 蛋白及其潜在

的共作用蛋白，为今后探讨 !"#$%$介导的胆固醇和

脂溶性维生素稳态维持的分子机制提供有力工具。
#$%&'

4$6 I%RHI!! P S，TI;GP UC V C，WUX % V，?, 3*Y !-?/3..&"-0Z #$

%-Z? $ B1+,?-. -K 01-,-03* [+1 -.,?K,-.3* 07+*?K,?1+* 39K+1B,-+.4V6Y P0-!

?.0?，ENND，\N\（5==$）：$EN$

4E6 TI;G'P V "，P#]RR #，]GPUG ^，?, 3*Y G.30,-L3,-+. +[ !"#$%$

038K?K /8*,-B*? *-B-2 ,13.KB+1, 2?[?0,K 3.2 B1+,?0,K 3A3-.K, 2-?,O-.!

280?2 7@B?107+*?K,?1+*?/-34V6Y V _-+* #7?/，ENN5，EFN（$\）：$E>$N

4\6 WUI!( V U，(' %，̀ G S，?, 3*Y R7? !O,?1/-.3* 2+/3-. +[ !"#$%$

B1+,?-. 9-.2K 07+*?K,?1+* 3.2 B*3@K ?KK?.,-3* 1+*?K -. 07+*?K,?1+* 8B!

,3Z?4V6Y V _-+* #7?/，EN$$，EF=（EF）：E5NFF

注：aQa 为野生型小鼠；RQR 为 !"#$%$&)( 纯合小鼠；内置标尺：

EN !/（DNN"）

( " )*+,- #$%&'&()*./0123456

)+, " -+./0+12/+34 35 #$%&'&()* 52.+34 603/7+4 +4 8782429 /+..27

!RQR

aQa

'()"QTI"G

'()"QTI"G

!"#$ =D%&

武晓静，等Y利用 #CGP"CQ#3KJ 技术体内标记示踪小鼠内源性 !"#$%$ 蛋白!
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!"（!）：#$###"%

&'$( )*+, -，./0, 1，./0, 1，23 45% 6427892:;5 :2<=>2? 6@"A5BCD2<

8;5E=FBG=B3BC43B;C 3; BCHBFB3 C=>524: 94>3;:A!I 4C< BC9547743;:E :2!

?8;C?2? BC 4>=32 5=CJ BCK=:E BC 7B>2&-(L M;NB>;5 O233，PQ'#，"Q@：R"SR@%

&T#( 史东梅，董明，陆颖，等% U*"6V+D3 信号通路与骨破坏：问题与机

制&-(W中国组织工程研究，PXPX，P!（P"）："YT@A"YPP%

&PX( .+Z /，[0,\ ]，,*,\ ]，23 45% 0<4:4^;C2 8:;32>3? :43? 4C< H=74C

8=57;C4:E 45^2;54: 28B3H25B45 >255? 4J4BC?3 HE82:;NB4 BCK=:E：H272

;NEJ2C4?2ST 4C< U*"6V+D3 843H_4E 74E F2 BC^;5^2<&-(W 0N8 O=CJ

`2?W PXTRW !T（Y）：!X!S!T!W

&PT( 殷令妮，陈德宣W U*"6V+D3 通路在低氧诱导脂肪干细胞增殖和向

内皮细胞分化中的作用&-(W 中国组织工程研究，PXPX，P!（T#）：

"XX!S"XX#W

&PP( 6*a \ bW 6427892:;5 BCHBFB3? 4CJB;J2C2?B? FE ?=88:2??BCJ /*[ST"

4C< c0\[`P 4>3B^43B;C ^B4 0`6V8"$ a+U6 4C< U*"6V+D3V7MZ`

?BJC45BCJ 843H_4E? BC 2C<;3H25B45 >255?&-(W U:2^ ,=3: [;;< d>B，PXTY，

PP（!）："PXS"P@W

&P"( ./*, / 6，/Z`,\ . M，O*e ] d，23 45W 6427892:;5 BCHBFB3? 4C!

JB;J2CB> 4FB5B3E FE 34:J23BCJ c0\[ :2>283;:SP 4C< <;_C:2J=543BCJ

3H2 U*"6V+6M，a06 4C< 0`6 843H_4E? BC c0\[S?3B7=5432< H=!

74C =7FB5B>45 ^2BC 2C<;3H25B45 >255? &-(WZC>;5 `28，PXT$，"#（R）：

P"RTSP"RYW

&P!( 康新，王立志，王屹刚，等W 重症急性胰腺炎肺损伤时磷脂酰肌

醇S"S激酶V蛋白激酶 I 信号转导通路的表达&-(W中华医学杂志，

PXTX，#X（TT）：Y"PSY"YW

&PR( f/e+,\ ]，ge /，g+,\ 1，23 45W `2?^2:43:;5 4332C=432? ;NB<4!

3B^2 ?3:2??SBC<=>2< BC32?3BC45 F4::B2: BCK=:E 3H:;=JH U*"6h+D3S72!

<B432< ,:9P ?BJC45BCJ 843H_4E&- ( WZNB< a2< .255 O;CJ2^，PXT#，

PXT#：YR#T$!XW

&P@( U0`+a+*]+, `，I0, + `，+Od+00b* [+Ma+ -，23 45W 6427892:;5

*CHBFB3? f24:452C;C2SBC<=>2< ;NB<43B^2 ?3:2?? 4C< 48;83;?B? ^B4 3H2

U*"6V+D3 S72<B432< ,:9P ?BJC45BCJ 843H_4E：BC ^B3:; 4C< BC ^B^;

?3=<B2?&-(W *C3 - a;5 d>B，PXPX，PP（T）：PTYW

&PY( .e* /，f/+,\ )W b2N72<23;7B<BC2 4725B;:432? 5B8;8;5E?4>>H4!

:B<2 SBC<=>2< 4>=32 5=CJ BCK=:E FE BCHBFB3BCJ 3H2 U*"6V+D3V[;NZT

?BJC45BCJ 843H_4E&-(W - +C2?3H，PXPT，"R（"）："#!W

&P$( ./0, ] /，./0, b，O*e d -，23 45W dE?32743B> 25=>B<43B;C ;9 3H2

72>H4CB?7 ;9 J2CB?32BC 4J4BC?3 8=57;C4:E HE82:32C?B;C ^B4 C23_;:D

8H4:74>;5;JE 488:;4>H&-(W *C3 - a;5 d>B，PXT#，PX（PP）：RR@#W

（PXPTSX!STX 收稿）

&!( M0a0O ` 0，M+,\ g，a+ ]，23 45W /2843B> ,B274CCSUB>D .TS5BD2

T :2J=5432? FB5B4:E >H;52?32:;5 >;C>2C3:43B;C 4C< B? 4 34:J23 ;9 2i23B7!

BF2&-(W - .5BC*C^2?3，PXXY，TTY（Y）：T#@$

&R( \0 O，)* g，g+,\ O -，23 45W [5;3B55BC? 854E 4C 2??2C3B45 :;52 BC

,B274CCSUB>D .TS5BD2 TS72<B432< >H;52?32:;5 =834D2&-(W U:;> ,435

+>4< d>B e d +，PXTT，TX$（P）：RRT

&@( O* U d，[e f ]，f/+,\ ] ]，23 45W MH2 >543H:BC 4<483;: ,=7F :2J=!

5432? BC32?3BC45 >H;52?32:;5 4F?;:83B;C 3H:;=JH <EC47B> BC32:4>3B;C

_B3H ,U.TOT&-(W ,43 a2<，PXT"，PX（T）：$X

&Y( g0* -，[e f ]，O* U d，23 45W MH2>543H:BC 4<483;: 8:;32BC? +`/，

b4FP，4C< ,=7F 854E <B?3BC>3 :;52? BC ,B274CC SUB>D .TSOBD2 T

^2:?=? 5;_ <2C?B3E 5B8;8:;32BC :2>283;:S72<B432< >H;52?32:;5 =834D2

&-(W - IB;5 .H27，PXT!，P$#（!$）：""@$#

&$( 1*0 .，O* ,，./0, f -，23 45W MH2 ?7455 \MU4?2 .<>!P BC32:4>3?

_B3H ,B274CCSUB>D .TS5BD2 T（,U.TOT）4C< >;C3:;5? B3? 7;^272C3

9:;7 2C<;>E3B> :2>E>5BCJ >;784:372C3 3; 854?74 727F:4C2 BC 4

>H;52?32:;5S<282C<2C3 74CC2:&-(W - IB;5 .H27，PXTT，P$@（!T）："R#""

&#( f/+,\ ] ]，[e f ]，g0* -，23 45W + O*a+T ^4:B4C3 8:;7;32? 5;_

854?74 ObO >H;52?32:;5 4C< <2>:24?2? BC32?3BC45 >H;52?32:;5 4F?;:8!

3B;C&-(W d>B2C>2，PXT$，"@X（@"#"）：TX$Y

&TX( 1*0 U，f/e /，-*+ O，23 45W \2C23B> <27;C?3:43B;C ;9 BC32?3BC45

,U.TOT 4? 4 74K;: <232:7BC4C3 ;9 H2843B> >H;52?32:;5 4C< F5;;<

43H2:;J2CB> 5B8;8:;32BC 52^25?&-(W +3H2:;?>52:;?B?，PXT!，P"Y（P）：@X#

&TT( M+,\ g，-*+ O，a+ ]，23 45W 0i23B7BF2 :2?3;:2? FB5B4:E >H;52?32:;5

2N>:23B;C BC 7B>2 2N8:2??BCJ ,B274CCSUB>D .TSOBD2 T ;C5E BC 5B^2:&-(W

IB;>HB7 IB;8HE? +>34，PXTT，T$TT（#）：R!#

&TP( 1*0 U，-*+ O，a+ ]，23 45W 0i23B7BF2BCHBFB3? H2843B> ,B274CCSUB>D

.TSOBD2 T 3; 94>B5B3432 74>:;8H4J2 :2^2:?2 >H;52?32:;5 3:4C?8;:3 BC

7B>2&-(W +:32:B;?>52: MH:;7F c4?> IB;5，PXT"，""（R）：#PX

（PXPTSX"STR 收稿）

!"#$ RY %&
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