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疟疾（UIQIM=I）是由疟原虫（+#,%&'()*&）引起

的，以按蚊为主要传播媒介的全球性寄生虫病，以

非洲地区的发病率和死亡率最高。我国的疟疾传染

由于灭蚊等努力一度绝迹，但近年来在南方一些省

份已显死灰复燃之势，且面临着严重耐药问题a-$&b。

目前疟疾相关研究过多的集中在疫苗和药物研发，

却忽略了对疟原虫生物学机理的探索。

疟原虫作为一种真核生物，其致病性及宿主的

免疫应答都与疟原虫的蛋白质分泌密切相关。疟原

虫分泌的蛋白不仅嵌入自身质膜，还会进入纳虫泡

腔以及宿主细胞的胞浆，甚至还会嵌入宿主细胞的

质膜中 a($)b，在细胞黏附、免疫隔离、信号传递等多

个过程发挥重要作用 ac$0b，以创造更利于自身生长

发育的环境。因此，研究疟原虫蛋白质分泌过程，特

别是与蛋白分泌密切相关的细胞器—内质网（A9$

V>?QI<O=R MAN=R;Q;O，+3），对探究疟原虫的致病机制

尤为重要。

内质网是真核生物中最大的膜包被细胞器，由

不间断的片状和管状结构组成。内质网参与多种重

要细胞活动，均与其形态特征密切相关，特别是蛋

白质分泌功能aCb。多个整合膜蛋白家族成员已被发

现参与内质网形态的维持，如 51-、7NQI<N=9 和 346

等。笔者在前期研究中发现，真核细胞的内质网塑

形蛋白（+3$<SI?=9E ?M>NA=9）7NQI<N=9，属于 VB9IO=9

超家族的 K41 酶，主要通过介导同源膜融合来构建

内质网管状网络a"$-%b，其缺失会减少2d1 88 囊泡的形

成，从而影响内质网中合成加工蛋白的运输a--b，说明

内质网正常形态的维持与蛋白质分泌功能密切相

关。此前已有研究尝试观察红外期和红内期疟原虫

内质网形态a-'b，但疟原虫内质网的具体功能及其在

疟原虫致病性方面的作用目前尚无研究。通过疟原
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虫基因组分析，笔者在伯氏疟原虫（!"#$%&'()%

*+,-.+(/ 01 *+,-.+(）中找到哺乳动物 !"#$%"&' 蛋白的

同源蛋白 2*()*+（21 *+,-.+( ()*+）。()*+ 在其他

细胞内质网形态和功能维持中很重要，然而，笔者

目前并不了解它如何在疟原虫中发挥功能，以及这

些功能与蛋白质分泌及疟原虫致病性之间的关系。

为了探究伯式疟原虫内质网塑形蛋白 2*()*+

在疟原虫寄生及致病过程中的作用，本研究利用敲

除,回复载体 -./012，构建 -30012,!2*(45+ 重组

质粒，结合疟原虫转染技术，基于单交换（%&'674

89:%%:;49）的同源重组（<:=:7:6:>% 94?:=@&'A"&:'）原

理，将 2*B45+ 从疟原虫基因组中敲除，构建 2*B45+

缺失的疟原虫突变体，且在后续回复实验中，该突

变体在药物作用下可直接恢复 2*B45+ 的表达，为

探究内质网塑形蛋白 2*B45+ 在疟原虫致病性方面

的作用提供了有力的工具。

! !"#$%

+C+ !"#$ 伯氏疟原虫 21 *+,-.+( DEFD 由罗

格斯大学新泽西医学院 G>9'&=$ H<$':" 教授赠予，

大肠杆菌载体 -30012 于本实验室保存（图 +），克隆

感受态细胞 I$8<+,J+ 购自北京博迈德基因技术有

限公司，质粒提取试剂盒购自 KLDMNO 公司，质粒

小量抽提试剂盒和 POD 凝胶回收试剂盒均购自

J9$'%M4' H&:"48< 公司，限制性核酸内切酶 34&QR、

5&6L、789L 及 J2 POD 连接酶购自 J<49=:S&%<49 公

司，乙胺嘧啶购自 (&6=$ 公司，细胞核转染试剂盒购

自 3:'T$ 公司。

+CU !"%&

+CUC+ 目的基因片段 (46=4'" L 和 (46=4'" LL 的获

取 以野生型伯氏疟原虫 !*(45+ 基因的编码区

（+VUW2UX-）为模板，分别扩增两个片段 (46=4'" L（(

L，UY,+0Z[X-）和 (46=4'" \\（( \\]+/Z/V+[Z^X-），并

在两个片段上下游分别引入 789\、34&QR 和 789\、

5&6\酶切位点（_`Q引物见表 +）。_`Q条件为：[2!

预变性 10 %，以 [^ ! +0 %，Z^ ! + =&'，Y^ ! + =&'，

循环 1Z 次，Y^ "` Z =&'，2 "` 终止反应。琼脂糖凝胶

电泳确定 _`Q 产物片段大小正确后切胶回收，再将

片段 ( \\ 经 789\、5&6\ 酶切，酶切产物纯化后备用。

+CUCU 重组质粒 -30012,!!*(45+ 的构建 先将

片段 ( \\ 通过酶切位点 789\ 和 5&6\ 与 -30012 在

J2 aOD 连接酶的催化下 +Y !连接过夜，次日将连

接产物转化至感受态细胞 I$8<+,J+ 中，在含有氨

苄的固体培养基上 1W "` 倒置培养 +U <，挑取阳性

单克隆后摇菌扩增提取质粒。酶切鉴定及 aOD 测

序确认片段 ( \\ 插入无误后，利用 \',b>%&:' 无缝

克隆的方法将片段 ( \ 与 789\ 和 34&QR 双酶切后

的质粒 -30012,( \\ 连接（条件为 Z0 "c，10 =&'），将

连接产物转化至感受态细胞后进行氨苄筛选培养，

挑取单克隆进行扩增并提取质粒，酶切鉴定及 aOD

测序确认片段 ( \ 插入正确。

+CUC1 疟原虫转染 将液氮中冻存的伯氏疟原虫

感染血液通过尾静脉注射感染 d&%"$9 大鼠。每日鼠

尾取血制备薄血片，e&4=%$ 染色，油镜观察并计算

虫血率。待虫血率升至 1f#Zf时，心脏取血收集大

鼠血液，加入 +/ =3完全培养基，离心（U// 6，̂=&'），

弃去上清后将全部血细胞沉淀转移至 +Z/ =3 完全

培养基中，充入 Zf cg

U

、Zf g

U

、[/f O

U

混合气体，

于 Z// =3 密封锥形瓶中，1W "c、WW#^/ 9h=&' 条件下

培养 +Y#U1 <。次日制备血涂片检查培养状况，若

^0f左右疟原虫发育为成熟裂殖体即可进行分离纯

化。将培养液体分至 2个 Z0 =3离心管中，每管 1Z=3，

在底部缓慢加入 +0 =3 O58:i4'Th_H( 溶液（密度梯

度溶液），使二者产生明显界面，离心（U00 6，UZ =&'）。

离心后在培养基与密度梯度离心液之间形成一个

棕色液体薄层，即为裂殖体细胞层，用吸管小心将

该层吸出，完全培养基洗涤 + 次，弃净上清后置于

冰上备用。将 +00 !3 O>874:j48":9 溶液、+0 !6 重组

& ! "#$$%&'(&)

'() * +,-./(0 "123(,4 23 "5$$%&

目的片段

(46=4'" \

(46=4'" \\

引物序列（Z$"1$）

ccJJcDDJJJceDJeeeJDccJDDJceDcJDJeDJe

JDDDcJJJJJJcDDJeDJDJcJJJJJcJecccDee

eeJDccDDDDeDJDJcDJJe

eceeccecJJDJJJJeeJcJDJJJc

引物名称

b1++

Q1+U

b20U

Q2+2

* 6 +,-. +78/012

9-: 6 +78 "1(/41.

下划线部分表示引入的酶切位点
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质粒及 !" !# 分离得到的裂殖体混合电击后，尾静

脉注入 $%#$&' 小鼠，再经乙胺嘧啶筛选获得成功

转染的疟原虫。

! !"

()* !"# !"+,-* $%&'()*+, 以野生

型伯氏疟原虫 +,-* 基因编码区为模板构建的质粒

.#""!/0!!"+,-*，转染后首先进行第一次同源重

组（图 (%），发生重组的同源臂为 +,12,34 55，使

+,-* 因片段缺失及无启动子而无法表达，即只有发

生 +,12,34 55 重组的疟原虫才能产生!+,-* 的基因

型，同时表达抗药标签 6789:（6;2<3 =>6-=?@A@B<4,

?,=;'4<C,），可在乙胺嘧啶（.-?>2,46<2>3,）筛选中存

活，最终经单克隆筛选即可得到敲除 +,-*的疟原虫。

获得 !"+,-* 缺失疟原虫突变体后即可观察其

表型并进行相关功能实验。为了满足后续回复实验

的需求，本文所使用的基因敲除策略在进行回复实

验时无需重新构建回复质粒，只需在药物筛选作用

下发生第二次单交换的同源重组即可得到 !"+,-*

回补的野生基因型。在 D0氟胞嘧啶的作用下，!"0

!+,-* 将进行第二次同源重组（图 ($），同源臂为

+,12,34 5，重组可导致耐药标签 6789:0-9EF 的丢

失而 !"+,-* 重新表达。未发生第二次重组的疟原

虫 因 含 有 标 签 -9EF （-,<C4 ,3G-2, '-4@C>3,

=,<2>3<C, <3= ;?>=-B .6@C.6@?>H@C-B 4?<3CA,?<C,），可

将 D0氟胞嘧啶转化为有毒性的 D0氟尿嘧啶而被杀

死，由此即可得到 !"+,-* 回补的野生型疟原虫。

()( -./0 .#""!/0!!"+,-*123456 由

于酶切位点设计的不同，首先扩增和插入的片段是

+,12,34 55（I"IH.）（图 !%）。在其 D!端第 *" 位碱基

引入一个点突变（J K E）（图 !E），在不影响其氨基

酸编码的前提下产生酶切位点 #$%:L（M%J%JE），

同时在 #$%:L（绿色箭头显示）的上游引入酶切位

点 &'(5（蓝色箭头显示）；在 +,12,34 55 的 !!端引入

酶切位点 )%*5（红色箭头显示）（图 !E）。利用 &'(5

和 )%*5 两个酶切位点插入 + 55 即可得到质粒

.#""!/0+ 55，酶切鉴定及 7N% 测序证明插入片段

正确（图 !%）。

.#""!/0 + 55 构建成功后，扩增、插入片段

+,12,34 5（*"!/ H.）（图 !$）。在 + 5 的 D!端引入酶切

位点 &'(5（蓝色箭头显示），与 + 55 相同，在 !!端的

末位碱基引入点突变（JKE）而产生酶切位点 #$%:L

（绿色箭头显示）（图 !E）。利用 5309;C>@3 无缝克隆

方法将 + 5 插入质粒 .#""!/0+ 55，即得到质粒

.#""!/0!!"+,-*，&'(5 和 )%*5 酶切鉴定及 7N%

测序证明插入片段正确（图 !$）。最后经 #$%:L 酶

切将质粒线性化后即可用于疟原虫转染。

%)质粒 .#""!/0!!"+,-* 以 +,12,34 55 为同源臂进行第一次同源重

组，得到!!"+,-* 疟原虫。$)质粒 .#""!/0!!"+,-* 以 +,12,34 5 为

同源臂进行第二次同源重组，得到 !"+,-* 回补后的野生型疟原虫

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

&'( ! !""#$% )*+,)+-. /*0 1#2,-# 2.1/.#($ '* !#$%&'()*&

%O目的片段 + 55的获取及质粒 .#""!/0+ 55的双酶切鉴定。$O目的片

段 + 5的获取及质粒 .#""!/0!!"+,-*的双酶切鉴定。EO片段 + 55中

利用碱基点突变（JKE）引入 #$%:L；+ 5、+ 55的酶切位点图示

# 3 0123 4566378!+""#$%456789

&'( 3 9+*2.1-,.'+* /*0 '0#*.':',/.'+* +: 1#,+;<'*/*. 4=/2;'0

456637 8!!""#$%

%

P +55

P

.

#

"

"

!

/

0

+

5

5

* """ H.

QD" H.

* """ H.

QD" H.

* """ H.

QD" H.

* """ H.

QD" H.

P + 5

P

.

#

"

"

!

/

0

!

!

"

+

,

-

*

$

E
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!"# !"#$%&'()*+, 伯氏疟原虫经

同步化培养后约 $%&的疟原虫均已发育为成熟裂

殖体，在此阶段进行转染效率最高。经电转后的疟

原虫在小鼠体内生长，每日监测血涂片，'%% 倍油镜

下观察 '%% 个视野，若观察到疟原虫即为阳性，未

找到则为阴性。转染后次日即出现疟原虫阳性，于

小鼠饮水中加入乙胺嘧啶，给药 ! ( 后血涂片疟原

虫转为阴性，遂撤药。停药后第 ) 天疟原虫再次转

为阳性，至停药后第 * 天虫血率长至 )&，心脏取血

纯化疟原虫，提取基因组 +,-，./0 鉴定及 ./0 产

物 +,- 测序结果提示成功获得 !"123' 缺失疟原

虫突变体，但为混合克隆，./0 条带灰度分析显示

!"123' 缺失疟原虫突变体约占 )%&（表 !，图 4）。

! !"

内质网作为真核细胞蛋白质合成、脂质合成和

钙储存的关键细胞器，其结构和功能对真核生物的

生存和繁殖极为重要，对于疟原虫也是如此。内质

网塑形蛋白 156' 通过介导内质网同源膜融合参与

管状网络结构的形成，若 156' 缺失将会对内质网

的形态和功能以及细胞的生长发育造成影响。在哺

乳动物中，-789:7;< =>. 酶（同源蛋白 156'）的缺失

会影响 /?. @@ 包被囊泡的出芽生长，从而对内质网

合成蛋白的运输产生负作用；人体内 -789:7;<（->A）

的缺失会造成遗传性痉挛性截瘫（B2C2(;79C3 :D9:7;E

D9C9D82F;9，G1.）H'#I；在拟南芥植物，其同源蛋白

0G+#（CJJ7 B9;C (2K2E7;L2 #）的缺失则会影响生长素

水平及生长素运输机制稳态，从而引起植物矮小，

根毛变短和卷曲 H'4I；在果蝇中，->A 缺失会导致其

神经元缺陷 H')I；在白色念珠菌中，内质网的膜融合

延迟甚至片段化则会使其毒力和致病力降低H'MI。这

些研究结果都为笔者研究 !"156' 在疟原虫内质网

中的作用提供了依据和方向，促使笔者继续探究内

质网塑形蛋白 !"156' 在疟原虫生长和致病过程中

的作用。

在疟原虫中进行某种蛋白功能研究时，除了敲

除该种蛋白外，对敲除株进行蛋白回补也是必不可

少的实验步骤。在本研究中，笔者利用基因同源重

组原理及质粒 DA%%#4 上药物筛选标签 B+GN0 和

3N/O，将基因敲除和基因回复两个截然相反的实

验目的融合在一个重组质粒中，避免了后期因回复

实验而重复构建质粒及再次进行疟原虫转染H'PI。此

外，该质粒在进行 !"156' 的基因回复时是在疟原

虫基因组中 !"156' 的原位进行回复，其表达量仍

与野生型疟原虫一致，对基因组的其他序列也不会

产生影响，确保了回复后疟原虫基因组的完整性和

准确性。

通过疟原虫同步化培养和转染技术成功在伯

氏疟原虫中敲除 !"156'，获得了 !"156' 缺失疟原

虫与野生型疟原虫的混合克隆。这是由于在乙胺嘧

啶药物筛选过程中少量未发生同源重组的野生型

疟原虫自发突变，获得耐药性而存活下来。对于混

合克隆，常规应进行单克隆筛选，但笔者在进行单

克隆筛选时却遇到了重重困难。笔者常规采用稀释

法进行单克隆筛选，即每只小鼠仅尾静脉注射 ' 个

疟原虫，经多次尝试却始终无法得到 !"156' 缺失

的单克隆虫株。据此，推测 !"156' 与其他物种中的

同源蛋白有所不同，可能在疟原虫血液阶段的生长

发育过程中发挥着至关重要的作用，以至于

!"156' 敲除虫株无法单独存活，其在疟原虫致病

性方面的具体作用机制还有待于结合其它分子工

具进一步深入研究。

综上所述，内质网膜塑形蛋白 156' 及其同源

蛋白在细胞内有着不可或缺的作用，笔者推测在疟

原虫体内更是如此。本研究成功构建了 !"156' 敲

除Q回复重组质粒 DA%%#4Q!!"123'，建立了稳定的

疟原虫转染平台，为后续深入研究 156' 蛋白在疟

原虫中的具体功能提供了有利工具。
#$%&'

H'I /9C9R988JGST;<FT"5U2CF2<E3(2D9C7U2<7U9<9F2U2<7 JKUJ:VW;7JQ

X"X9CY2C；'"模板为野生型疟原虫基因组 +,-，引物为 N!$Z0#4；

!"模板为野生型疟原虫基因组 +,-，引物为 N#!Z0'%)；#"模板为转

染后药物筛选出的疟原虫基因组 +,-，引物为 N!$Z0#4；4"模板为转

染后药物筛选出的疟原虫基因组 +,-，引物为 N#!Z0'%)

( " )*+,-./01234

#$% " &'( $)*+,$-$./,$0+ 0- !"1*234)*5*,*) !#$%&'()*& $+,*%6/+,7

疟原虫株 引物名称 引物序列（)!"#!） 产物长度

[;8(73D2 N!$ ->=-/==->=>---/----/>/ ! %)M RD

.9C9:;72: 0#4 >>--->/->>->>>->/=>-/>--/

!!"123' N#! >->->/>=---==>->=>/>>/ #P* RD

.9C9:;72: 0'%) >-/->=/->=>=/->=/-/-

5 8 &'(34 +"1*2367)*+89

9/: 8 &'( $)*+,$-$./,$0+ ;6$<*67 0- !"1*234)*5*,*) ;/6/7$,*7

X ' ! # 4

! %%% RD

)%% RD

!)% RD

刘 影，等"伯氏疟内质网塑形蛋白 156' 敲除质粒的构建及转染!

4

"

#!P



!"# $%&' ( )* +',-. + /* 0122-33 4 56 788-9:, 18 -:;'<13 1< ;-=':>9

=21:->< :2'88>9?><@A >&='>2&-<: 18 2-9-=:12B&-C>':-C -<C19.:1,>,!)#6

D391;13 D391;13>,&* E""F* GHIGJKLAEEM

!EF# N>< O NP Q'<@ R OP S,>-; N NP -: '36 (-:-2&><':>1< 18 3><-'2 '3>=;':!

>9 '3C-;.C-, >< ;-'T. &-:'3 91<:'><><@ U':-2, V. ;>@;B=-2812&'<9-

3>W%>C 9;21&':1@2'=;. %,><@ GP XBC><>:21=;-<.3;.C2'Y><- C-2>T':>Y'!

:>1<!)#6 ) +;21&':1@2'=;. DP GFFZP EGE[\K[]^ [KMM

!EE# _'2&'< _ `6 a99%2':- C-:-2&><':>1< 18 '3C-;.C-, >< '&><- 9':'3.,:,

12 '&><-, V. GP XBC><>:21=;-<.3;.C2'Y><- C-2>T':>Y':>1<!)#6 ) +;21!

&':1@2'=;. aP GFEXP EKGM^ EZ

!EG# b9;>.'&' 0P c<'V' OP d%<%@>:' `6 (-2>T':>Y':>1< 18 9'2V1<.3

91&=1%<C, U>:; GPX BC><>:21=;-<.3;.C2'Y><- '<C :;->2 ,%V,-W%-<:

C-:-2&><':>1< V. ;>@;B=-2812&'<9- 3>W%>C 9;21&':1@2'=;. !)# 6 )

+;21&':1@2'=;. _P GFEEP eMZ\EMJEe]A EGeG

!EK# f%'< gP h%V>< 7P D<<> S6 D< 1=:>&>Y-C &-:;1C 812 :;- &-',%2-!

&-<: 18 '9-:'3C-;.C- V. ;>@;i=-2812&'<9- 3>W%>C 9;21&':1@2'=;.

!)#6 a391;13 +3>< 7j= h-,P GFEGP K[\K]A KZe

!EX# C- N>&' N 5P _2'<C"1 R 5P (1<-@'::> k DP -: '36 XBS.C2'Y><1V-<Y1>9

'9>C ', ' C-2>T':>Y><@ '@-<: 812 '3C-;.C- '<'3.,>, V. SRN+Bbl '<C

+7B(D(!)#6 k'3'<:'P GFEeP EeMAEEK

!EH# S->: +P 72>?,,1< RP k;1&=,1< ( +P -: '36 m%'<:>8>9':>1< 18 <-%2'3

-:;'<13 '<C '9-:'3C-;.C- %,><@ ;-'C,='9- f+B40!)#6 D391;13 +3><

7j= h-,P GFE[P XF\Z]A EeGH

!E[# b-V-3'9?-2 4P N'9;-<&->-2 ( Q6 m%'<:>:':>T- C-:-2&><':>1< 18

'9-:'3C-;.C- >< 811C, %,><@ '%:1&':-C C>@-,:>1< U>:; ,>&%3':-C

@',:2>9 83%>C 81331U-C V. ;-'C,='9- @', 9;21&':1@2'=;.!)#6 ) D%:1&

4-:;1C, 4'<'@ +;-&P GFEE，GFEEAZFMKEM

!EM# DV%'3;','< 4 `P n'>C a `P )'2'C': `P -: '36 f+ &-:;1C T'3>C':>1<

812 :;- '<'3.,>, 18 &-<:;13 >< ,%==1,>:12. =;'2&'9-%:>9'3 C1,'@-

812&!)#6 c<: ) a<'3 +;-&P GFEMP GFEM：EMGeXEX

!Ee# 7CU'2C,1< R aP _;',?'2 fP 5'>2V21:;-2 ) 76 4-:;1C T'3>C':>1< ><

=;'2&'9-%:>9'3 '<'3.,>,!)#6 ) R;'2& _>1&-C a<'3P E""FP e\eL^"G"

（GFEeiEFiF" 收稿）

V12<- >33<-,,^&'3'2>'P C-<@%-P '<CU-,:<>3- T>2%,!)#6 7&-2@ 4-C R2'9:P

GFEXPE[\HL^E

!G# d'2<'C ( hP `12 4 _ 4P h>9;'2C, f aP -: '36 c<:-<,>T- 9'2- >< ,-!

T-2- &'3'2>'^ h-=12: 821& :;- :',? 8129- 1< :21=>9'3 C>,-',-, V. :;-

U123C 8-C-2':>1< 18 ,19>-:>-, 18 ><:-<,>T- '<C 92>:>9'3 9'2- &-C>9><-!)#6

) +2>: +'2-P GFEePXK^KH[

!K# S%'<@ 5P k'<@ NP O'<@ SP -: '36 413-9%3'2 -=>C-&>131@. 18 C2%@ 2-!

,>,:'<9- &'2?-2, 18 R3',&1C>%& 8'39>='2%& >< O%<<'< R21T><9-P

+;><'!)#6 4'3'2 )P GFEGPEE^GXK

!X# _'2%9; ( cP R',31,?- _ NP 0><@; S _P -: '36 +31<><@ :;- R6 8'39>='2%&

@-<- -<91C><@ R874REP ' &'3'2>'3 T'2>'<: '<:>@-< '<C 'C;-2-<9-

2-9-=:12 1< :;- ,%28'9- 18 ='2',>:>Y-C ;%&'< -2.:;219.:-,!)#6 +-33P

E""HPeG\EL^MM

!H# c<@&%<C,1< aP a3'<1 RP 4':%,9;-U,?> dP -: '36 5--3><@ ': ;1&-

821& '22>T'3 :1 C-='2:%2-^ =21:->< -j=12: '<C ;1,: 9-33 2-&1C-33><@

C%2><@ R3',&1C>%& 3>T-2 ,:'@- '<C @'&-:19.:- &':%2':>1< !)#6 +-33

4>921V>13P GFEXPE[\KL^KGX

![# h>o=&' 0 hP T'< C-2 l-3C-< 4P f1<Y'3-YiR1<, 4P -: '36 4%3:>C2%@

akRiV><C><@ 9',,-::- :2'<,=12:-2, '2- -,,-<:>'3 812 ;-=':>9 C-T-3!

1=&-<: 18 R3',&1C>%& ,=121Y1>:-, !)#6 +-33%3'2 &>921V>131@.P GFE[P

Ee\KL^K["

!M# 0:12& )P +2'>@ a f6 R':;1@-<-,>, 18 9-2-V2'3 &'3'2>'i><83'&&':>1<

'<C 9.:1'C;-2-<9-!)#6 521<: +-33 c<8-9: 4>921V>13P GFEXPX^EFF

!e# _'%&'<< pP Q'3Y _6 7<C1=3',&>9 2-:>9%3%& 18 '<>&'3 9-33, '<C >:,

12@'<>Y':>1< ><:1 ,:2%9:%2'3 '<C 8%<9:>1<'3 C1&'><,!)#6 c<: h-T +.:13P

GFFEPGFH^EX"

!"# a<U'2 dP d3-&& h QP +1<C1< aP -: '36 k;- C.<'&><i3>?- fkR',-

0-.E= &-C>':-, ;1&1:.=>9 7h 8%,>1< >< 06 9-2-T>,>'-!)#6 ) +-33 _>13P

GFEGPE"M\GL^GF"

!EF# S% )P 0;>V':' OP n;% R RP -: '36 a 93',, 18 C.<'&><i3>?- fkR',-, ><!

T13T-C >< :;- @-<-2':>1< 18 :;- :%V%3'2 7h <-:U12?!)#6+-33P GFF"PEKe

\KL^HX"

!EE# 0;>V':' OP S% )P d1Y31T 4 4P -: '36 4-9;'<>,&, ,;'=><@ :;- &-&!

V2'<-, 18 9-33%3'2 12@'<-33-,!)#6 a<<% h-T +-33 (-T _>13P GFF"PGH^KG"

!EG# T'< (112-< f fP 4'2:> 4P k1<?>< + )P -: '36 (-T-31=&-<: 18 :;-

-<C1=3',&>9 2-:>9%3%&P &>:19;1<C2>1< '<C '=>91=3',: C%2><@ :;-

',-j%'3 3>8- 9.93- 18 R3',&1C>%& 8'39>='2%& !) # 6 413 4>921V>13 P

GFFH P HM\GL^XFH

!EK# 0'3><', 0P R21%?'?>, +P +21,V. aP -: '36 S-2-C>:'2. ,=',:>9 ='2'=3-!

@>'^ 93><>9'3 8-':%2-, '<C =':;1@-<-:>9 &-9;'<>,&,!)#6N'<9-: `-%!

213P GFFePM\EGL^EEGM

!EX# 0:-8'<1 fP h-<<' NP N'> OP -: '36 7h <-:U12? ;1&-1,:',>, >, 92>:>9'3

812 =3'<: -<C1,1&- ,:2-'&><@ '<C -<C19.:1,>,!)#6+-33 (>,91TP GFEHP

E^EHFKK

!EH# O'< NP 0%< 0P Q'<@ QP -: '36 0:2%9:%2-, 18 :;- .-',: C.<'&><i3>?-

fkR',- 0-.E= =21T>C- ><,>@;: ><:1 ;1&1:.=>9 7h 8%,>1< !)#6 ) +-33

_>13P GFEHPGEF\[L^"[E

!E[# O'&'C' ip?'V- kP O'&'C' ip?'V- S6 +;'2'9:-2>Y':>1< 18 :;-

+'`afKP +'`afXP '<C +'`af[ @-<-, 18 :;- =':;1@-<>9 8%<@%,

+'<C>C' '3V>9'<,^ =1,,>V3- ><T13T-&-<: 18 :;-,- @-<-, >< :;- ,%,!

9-=:>V>3>:>-, 18 9.:1:1j>9 '@-<:, !)#6 5740 4>921V>13 N-::P GFFGP

GEG\EL^EH

!EM# _2'?, ) aP 52'<?-i5'.'2C _P d21-Y- SP -: '36 (-T-31=&-<: '<C

'==3>9':>1< 18 ' =1,>:>T-i<-@':>T- ,-3-9:'V3- &'2?-2 ,.,:-& 812 %,- ><

2-T-2,- @-<-:>9, >< R3',&1C>%&!)#6 `%93->9 a9>C, h-,P GFF[PKX\HL^-K"

\GFEeiEFiGH 收稿L

!"#$ KGK %&

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第 GH 卷天津医科大学学报KGe


