
介入放射学杂志 !""# 年 ! 月第 $% 卷第 ! 期 & ’()*+,*() -./012 !""#，3124$%，514!

·实验研究 678*+09*() +*:*.+;<·

作者单位：!$"""= 南京 东南大学附属中大医院放射科（卢
勤、牛焕章、朱光宇、安艳丽、滕皋军）；东南大学基础医学院生物化

学系（邱定红）

通讯作者：滕皋军

基因治疗的关键是将 >5? 成功导入靶细胞。
但目前几乎所有的治疗方法都因为 >5? 的低效转
运和表达而受到很大限制。因此，基因的定向运输

和靶细胞特异性治疗是研究的热点。转铁蛋白受体

（)+.(:@*++0( +*;*8)1+，A@-）是存在于细胞表面的跨膜
糖蛋白，它通过与转铁蛋白（)+.(:@*++0(，A@）特异性结
合，介导铁（B*）自细胞外向细胞内的转运C$DEF。A@-还
参与细胞生长增殖分化过程。正常肝细胞、胰岛细胞

及红细胞表面有 A@-表达，但大多数肿瘤细胞表面
的 A@-表达量及亲和力比正常细胞高许多倍，可能
与肿瘤细胞增殖活跃造成 A@-表达失控有关CG，EF。因

此，利用 A@作为配体，与治疗基因形成结合物，通过

经导管动脉输送转铁蛋白增强 8HG基因转染
效率的研究

卢 勤， 牛焕章， 朱光宇， 安艳丽， 邱定红， 滕皋军

【摘要】 目的 研究转铁蛋白（A@）对 8HG基因转染效率的影响，并探讨介入技术与 A@ 联合应用对基
因治疗肝癌的双重靶向作用。方法 应用 8IJ3D9K;D8HG质粒与阳离子脂质体 L081@*;)?J’56复合物，转
染 G 种肝癌细胞株 LJ%、M*8GN、OO 以及正常肝细胞株 L"!，以不同浓度 A@（"、$"、!H、H" 及 $"" !P）介导
转染，蛋白印迹法检测各细胞株中 8HG 表达情况，并对 A@ 影响 8HG 转染效率的关系进行分析。再建立兔
3Q!肝癌动物模型，经介入导管输注 A@ D质粒D脂质体复合物，提取肿瘤组织蛋白，蛋白印迹法检测 RHG 表
达。结果 E种细胞应用 8HGD脂质体复合物以及不同浓度 A@ 转染后 ES < 的蛋白印迹法检测，发现 A@ 在
$" T $"" !P可明显增强 8HGD脂质体的转染效率，且转染效率随 A@浓度增加而增强。动物模型组织提取蛋
白检测结果，显示 A@明显增强 RHG蛋白表达。结论 A@能增强脂质体D基因转染，介入技术与 A@联合双重
靶向对肝癌的基因治疗具有相当的应用前景。
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67867-系统的转运，对肿瘤细胞进行靶向性基因治
疗成为关注的热点。而对某些实体瘤如肝癌，全身

治疗效果不好，介入治疗技术可以通过导管把治疗

基因输送到肿瘤供血血管，从治疗技术上做到定向

输送。那么，将形成的靶向性治疗基因复合物，结合

介入治疗技术，可以双重靶向，对实体瘤进行治疗，

以得到更好疗效。本研究首先以体外细胞实验观察

不同浓度 67对 9:;基因转染效率的影响，然后建立
肝癌动物模型，经导管输注 6789:; 复合物，进一步
探讨介入技术与 67联合应用影响基因转染效率，为
介入性及全身性基因治疗效率的增强提供信息。

! 材料与方法
$4$ 材料与试剂
真核细胞表达质粒 9<=38>?@89:; 由本校生化

实验室构建，大肠埃希菌 AB:!菌株为本实验室保存
菌株，正常人肝细胞 C"!、肝癌细胞 C=%、B*9;D、EE，
F种细胞株均购自南京凯基生物科技发展有限公司。
铁饱和转铁蛋白为 G0H>.公司产品，阳离子脂质体
C0917*@)I=’5J、鼠抗 >?@单克隆抗体为 <21()*@K 公
司产品。-L=’ $%F"培养基、胎牛血清为 M’D<N D-C
公司产品，二抗及 J<C 显色试剂盒为 G.(). <+OP 公
司产品，质粒提取试剂盒 -1@K*公司产品。蛋白提取
试剂盒为南京凯基生物科技发展有限公司产品。新西

兰大白兔，南京金陵种兔场提供，体重 !4: Q ;4! RH，
雌雄不限。3S!肿瘤细胞株由江苏省人民医院苗毅
教授惠赠。影像设备：<6机（MJ B0T9**/0@)0），=-机
（=.+@1(0，$4: 6），AGI（MJ ’55N3I ;"""）。介入用导
管等购自 D1T)1( G@0*()070@，<1+/0T，UGI。
$4! 实验方法
$4!4$ 细胞培养 C"!、EE 细胞均用含 $"V胎牛血
清的 $%F" 培养液（含青霉素 $"" O W >2，链霉素
$"" O W >2），C=%、B*9;D 用 含 $"V 胎 牛 血 清 的
A=J=培养液，;#X、:V<N!条件下培养。

$4!4! 质粒的扩增纯化 采用 <.<2! 转化法将
9<=38>?@89:; 质粒导入大肠埃希菌 AB:! 菌株，
用含氨苄西林的 CD 平板培养基培养，选择挑取阳
性菌落，接种于 CD 培养液中，振荡培养过夜。按质
粒提取试剂盒说明书步骤操作进行质粒提取纯化，

并测序鉴定。

$4!4; 细胞转染 将 C"!、C=%、B*9;D、EE，按 ! Y
$": 个细胞 W皿接种于 : 个 ;: >> 细胞培养皿中，
;#X，:V<N!条件下培养 !F K 后转染。实验组按每
株细胞分别加入 67 $"、!:、:"和 $"" "H，对照组不

加 67。分别用 $%F"或 A=J=无血清培养基将相应
细胞的 67 稀释至 $"" "2 后，每份加入 C0917*@)
I=’5J F "2，室温放置 $" >0(，形成 678脂质体复合
物。同时准备 : 份含有 "4: "H 9<=38>?@89:; 质粒
的 $%F"无血清培养液 $"" "2。将上述两者混合，室
温放置 !" >0(，形成 678脂质体8A5I 复合物，按质
粒 "4: "H W皿，加入培养板，最后用 $%F" 或 A=J=
无血清培养基补足体积至 $>2 W皿。;#X、:V<N!条

件下培养 : K，换成 $"V胎牛血清的 $%F" 或 A=J=
培养液，培养 FZ K后进行蛋白印迹法检测。
$4!4F 蛋白印迹法检测 将上述细胞，用预冷 LDG
洗 ! 次后，按蛋白提取试剂盒步骤提取细胞蛋白，
加入 ! Y GAG 上样缓冲液，煮沸 ; >0( 后进行 GAG8
聚丙稀酰胺凝胶电泳。再按文献[:\方法，将蛋白从
聚丙烯酰胺凝胶转至硝酸纤维素薄膜。封闭缓冲液

（;V DGI，"4!V 6]JJ5 !" 的 LDG）中封闭 $ K，加
入一抗（$ ^ $""" 鼠抗 >?@ 单克隆抗体），室温下摇
床振荡结合 ! K；洗涤缓冲液（"4!V 6_**( !" LDG）
洗涤 !次，加入二抗，室温下置于摇床振荡反应 $K。
室温用洗涤缓冲液洗膜 F 次，每次 $" >0(。按 J<C
试剂盒步骤加入发光试剂，显影曝光摄片，并对显

示条带用 C.‘ ]1+R F4:软件进行半定量分析。
$4!4: 肝癌动物模型的建立 将 3S!肿瘤细胞接种
于兔后肢皮下成瘤并传代。待瘤体长至 ! Q ; @>;，外

科方法将肿瘤取出，剪成约 $ >>;大小碎块，植入模

型兔肝脏左叶。!周后，<6或 =-扫描，肿瘤生长成
直径约 ! @>的肿块。进行下述介入手术[%\。

$4!4% 介入性分组实验 $: 只肝癌兔模型，平均分
为 ; 组，进行介入手术，经导管，超选择于肿瘤供血
动脉（肝固有动脉或左肝动脉），造影证实肿瘤显影

后，注入药物：第 $ 组：:V葡萄糖液 :"" "2 与
C0917*@) I=’5J F" "2，混合后静置 $" >0(，导管注
入肿瘤供血血管；第 ! 组：:V葡萄糖液 :"" "2 与
C0917*@) I=’5J F" "2 混合后静置 $" >0(，再加入
9<=38>?@89:; $" "H，混合后静置 !" >0(，经导管
注入肿瘤供血血管；第 ; 组：:V葡萄糖液 :"" "2、
C0917*@)I=’5J F" "2 及 67 !"" "H，混合后静置
$" >0(，再加入 9<=38>?@89:; $" "H，混合后静置
!" >0(，导管注入肿瘤供血血管。术后动物饲养
FZ K，处死。取肿瘤组织，按组织蛋白提取试剂盒说
明书，提取组织蛋白，同前进行蛋白印迹试验，观察

基因转染情况。

" 结果
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!4$ 细胞转染后蛋白印迹法检测
6"!、67%、8*9:;、<< = 种细胞株，在转染后

=> ?，均显示特异性 @A:蛋白表达（图 $）。随 BC浓度
的增高，@A:蛋白表达水平逐渐增强，呈明显的浓度
梯度差异，说明 = 种细胞株，应用 BC 脂质体DE5F转
染效率的增强，并且在 $" G $"" !H 的范围内，随 BC
浓度增加，转染效率有逐渐增高的趋势。图 ! 为对
显示条带用 6.I J1+K =4A 软件进行光密度半定量
分析的结果。

!4! 肿瘤模型的建立
兔接种肿瘤 $ 周，LB M7-’ 显示率低，接种 ! 周

后 LB M7-’ 均能显示肿瘤，直径 $4A G !4" NO。EPF
显示明显肿瘤染色，见图 :。接种 ! G :周后肿瘤迅
速生长，并可出现坏死表现。接种 =周左右，肿瘤全
身转移，动物衰竭至死亡。

!4: 动物模型组织蛋白印迹法检测结果
$ 组、! 组及 : 组组织蛋白显示 @A: 蛋白表达，

但表达强度 !、: 组明显增高，: 组 @A: 蛋白表达明
显较 !组强。对显示条带用 6.I J1+K =4A软件进行
光密度半定量分析的结果显示，: 组为 ! 组的 !4A
倍。见图 =。

! 讨论
基因转染效率及基因治疗靶向性始终是基因

治疗发展的瓶颈，影响着基因治疗的临床应用。因

此提高转染效率或构建靶向性载体一直是基因治

图 ! "：7- 显示 B$J’ 肿瘤呈低信号，中心坏死区信号更低；#：
B!J’ 瘤区呈非均匀略高信号，中心坏死区呈高信号；$：LB 显示肝
脏内低密度肿瘤影；%：EPF造影显示肿瘤染色

F

L

;

E

图 & = 种细胞不同 BC 浓度 9A: 条带光密度比值（将每种细
胞未加 BC 的对照组蛋白条带吸光度值设定为 $）

图 ’ 组织提取蛋白检测结果（$：6091C*N)F7’5Q；!：6091C*N)
F7’5Q R 9L73DOSND9A:；:：6091C*N)F7’5Q R BT R 9L73DOSND
9A:），下方条图为相应条带光密度比值

图 ( = 种细胞不同浓度 BC 介导 9A: 转染后的蛋白
印迹法检测结果
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疗工作者的研究热点。理想的基因转导载体应具有

安全性好、转染特异性强、转染率高和操作简便等

特点6#7。病毒载体可能存在插入突变、同源重组、并

可引起宿主较强的免疫反应等问题。而非病毒载

体，主要是阳离子脂质体，具有转染效率较高、制备

和应用简便、安全可靠、低毒、无免疫原性和无随机

整合致突变等优点，正逐步被推广应用于基因治疗

的基础研究和临床试验。但与病毒载体相比阳离子

脂质体转染效率较低，表达时间短，缺乏细胞特异

性，注入体内优先与初次接触的细胞结合，降低对靶

器官治疗效果，因此可以增加靶向性配体，以提高转

染效率687。配体9受体介导的转运系统近年来备受关
注。正常配体和受体的结合不仅可以使配体导入特

定位置，还能为生物所分解，无毒，无免疫原性6:7。

;<9转铁蛋白受体（;<9;<-）是近年研究较多的一
种配体9受体系统。关于 ;<9;<- 的作用机制与生物
学特性，有大量的研究报道6!，=7。;<-是由 !个亚基组
成的二聚体，每个亚基由 #%$ 个氨基酸组成，分子
量为 :> ?@。正常人除肝脏细胞外，十二指肠黏膜上
皮细胞、骨髓早期红细胞等都有 ;<- 表达，而心、
肺、脾、肾上腺和骨髓中则无表达。在静止的肝细胞

中 ;<- 约有 8"A存在于细胞内，形成内源性受体
池，仅 !"A;<-存在于细胞膜表面。细胞表面的 ;<-
与内源性受体池内的 ;<- 不断相互交换，处于动态
平衡中。细胞增殖旺盛时，细胞表面的 ;<- 受体可
能增多。转铁蛋白（;<）是一单链糖基化蛋白，由 %#"
B #""个氨基酸组成，分子量 8" ?@左右。每个 ;<分
子有 ! 个铁结合位点。;<- 通过与 ;< 的特异性结
合，介导细胞对铁的摄取，通过内吞模式转运铁后，

再经胞吐作用返回细胞表面出胞，进行新一轮转

运。;<主要由肝细胞合成，合成过多的 ;<与细胞增
殖和分化密切相关。许多肿瘤细胞表面存在丰富的

;<-。有学者报道 ;<- 在肝癌细胞膜表面的数量明
显高于正常细胞，且其与 ;<亲和力明显高于正常细
胞膜表面的 ;<-与 ;<的亲和力6>，=7。;<-不易发生抗
原调变和基因缺失，周围血中几乎无游离成分。因

此用 ;< 作为脂质体的靶向部分具有较好的肝癌细
胞靶向性。

有较多研究将 ;< 掺入到脂质体9核酸复合物或
多聚核酸复合物中，靶向肿瘤细胞。&11 等6$"7用构建

的 ;<9CCDE9C5D聚合物（CCDE为一种阳离子脂质
体），转染人头颈部肿瘤细胞与 F*2.细胞，结果该聚
合物 ;<9CCDE9C5D 比不聚合 ;< 的 CCDE9C5D 转
染效率高 G 倍，而比另一种脂质体 H0I1<*J)0(高 ! 倍

（H0I1<*J)0( 被认为是目前应用较为广泛，转染效率
较高的市场化脂质体之一），并认为该聚合物对头

颈部肿瘤尤为有效。E*221JK等6$$7也构建了一种含乙

二醇、JLJ21/*M)+0( 等物质的特殊聚合物，结合荧光
素酶基因，在 ;< 表面修饰后转染 NG%!、OP9> 细胞，
观察基因表达情况。结果表明一定量的 ;<修饰后基
因转染效率大大提高，他们认为，这样的 ;<9聚合物
适合于基因治疗转移性肿瘤。大量研究 6$!9$G7显示了

相似的结果。&1QR** 等 6$%7还发现结合了 ;< 的 C5D
聚合物不易凝聚，易于被细胞所吞饮。;+1Q /*
’2.+/@L. 等 6$#7发现结合了 ;< 的聚合物 C5D 性能稳
定，不易被 C5D酶降解。众多研究显示 ;< 的优越
性，可以靶向性介导 C5D 聚合物被肿瘤细胞吞饮，
提高 C5D 转染的效率，而且结合物性能稳定，有利
于基因的表达。

本研究 ;< 对转染效率的影响实验，H"!、HS%、
F*I>E、TT细胞加入 ;<，;< 明显增强了脂质体9C5D
的转染效率，并且在 $" B $"" !U 范围内，随 ;< 浓
度的增加，转染效率有逐渐增高的趋势，其中

F*I>E 在加入 $"" !U ;< 时，转染效率是对照组的
近 G 倍。本组体外实验结果：;< 能够增强脂质体介
导的基因转染，其增强效率与 ;< 浓度呈正相关。另
外，文献报道，肿瘤细胞 ;<- 与 ;< 的亲和力也有增
加，而且游离 ;<对 ;<9脂质体9C5D 复合物是否有竞
争拮抗，本实验均未涉及，该方向研究还有待继续。

我们研究也注意到，;< 也可以增强正常人肝细
胞 H"!的转染效率，这在基因转染治疗中，存在靶向
的非特异性。虽然 H"!的 ;<-与 ;<的亲和力可能没
有多数肿瘤细胞强，但本实验仍然显示了转染效率

的明显增强。这就提醒我们对肿瘤基因治疗的途径

进行选择。通常治疗是全身给药，虽然文献报道经 ;<
修饰的 C5D 聚合物可以具有稳定的性能，C5D 不
易降解，而且避免了脂质体优先与初次接触细胞结

合的缺陷，并且增强了基因转染效率，提高疗效，尤

其可能对转移性肿瘤细胞有优越性。但我们认为，基

因药物通常是通过肝脏代谢，那么正常肝细胞对 ;<9
C5D聚合物的摄取增加是难以避免的，这在相当程
度上减低了治疗效率。经介入方法进行基因治疗，尤

其对某些实体瘤，如肝癌、肺癌等，可以经皮穿刺直

接将治疗基因注入瘤体，也可经肿瘤供血动脉行导

管引入，这样可以很大程度地避免正常肝细胞对 ;<9
C5D聚合物的摄取，同时不会降低基因转染效率，
还可合并进行肿瘤血管的栓塞或灌注化疗，获得更

好的疗效。韩国有研究者进行不同肿瘤多种治疗基

$"!— —
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因引入方法实验比较认为，经肿瘤供血动脉注入及

经静脉同样为安全有效的方法，并且经肿瘤供血动

脉注入不良反应小，对肝癌、肺癌等更为有效。对肝

癌合并使用化疗药物，同样获得较好结果。美国和英

国也有研究者对结肠、直肠癌肝转移患者经肝动脉

灌注 678重组腺病毒进行治疗，肯定了介入技术在
基因治疗中的应用9#:。;*12等9$<:利用 !半乳糖苷酶基
因作为报告基因，将 =>?脂质体?@5A 复合物经动脉
注入兔 3B! 肿瘤模型内，结果 => 明显增强了基因
转染后的表达。本研究动物实验部分同样证实了这

一结果，结合了 => 的质粒基因注入肿瘤较未结合
=> 的基因，其组织内基因蛋白表达明显增高，前者
是后者的 !47倍。因此如果利用 =>增强基因转染效
率，提高肿瘤治疗的靶向性，并通过介入技术进行

肿瘤供血动脉导管引入或直接瘤体注入途径，双重

靶向，进行基因治疗，一定会有广泛的应用前景。当

然，不同大小的基因片段，其转染效率会有明显差

异。具有治疗功能的基因，通常片段较大，转染效率

较低，尤其如果是多种基因联合治疗，可能转染效

率更低。虽然质粒载体的选择非常重要，但 => 增强
基因转染效率的特性是否适用于其他治疗基因，还

有待进一步研究。

［参 考 文 献］

［$］ C0 D， E0.( FG4=+.(H>*++0( I )+.(H>*++0( +*J*6)1+?K*/0.)*/ /+LM
/*20,*+N［&］4 G*/ -*H -*,，!""!，!!：!!7 ? !7"4

［!］ O**2/*+H -A， PL06*+?P+.K*+ QR， ,.( Q0ST DU4 ;)+LJ)L+*，
>L(J)01( .(/ J20(0J.2 H0M(0>0J.(J* 1> )+.(H>*++0( +*J*6)1+H［&］4 V20(
VW*K C.X G*/，$YYY，8#：$ ? $"

［8］ PL06*+?P+.K*+ QR， V1*(*( &C， DL0HK.( VG， *) .24 -*2.?
)01(HW06 X*)Z**( H12LX2* )+.(H>*++0( +*J*6)1+H 0( H*+LK .(/
K*KX+.(*?X1L(/ )+.(H>*++0( +*J*6)1+H［&］4 AJ). D.*K.)121M0J.，
$YY<，YY：< ? $$4

［[］ DLX*+H DA， O0(JW VA4 =W* 6WNH0121MN 1> )+.(H>*++0( .(/
)+.(H>*++0( +*J*6)1+H［&］4 RWH012 -*Z，$Y<#，%#：7!" ? 7<!4

［7］ ;.KX+11T &，-LHH*22 @\，主编著，黄培堂，译4 分子克隆实验
指南4 第 8 版［G］4 北京：科学出版社，!""!：$#$8 ? $#!%4

［%］ 牛焕章，滕皋军，陈 晟，等4 兔 3B! 肝癌模型的影像学表现

和栓塞技术的实验研究［&］4 中国医学影像技术，!""%，!!：

#Y# ? <""
［#］ 卢 勤，滕皋军4 678 基因治疗肿瘤的研究进展［&］4 中华放射
学杂志，!"""，8[：%7Y ? %%$

［<］ BL C，R0+1221 PO，VW.(M QD4 =LK1+?).+M*)*/ 678?M*(* )W*+.6N
*(W.(J*H )W* *>>0J.JN 1> J1(,*()01(.2 JW*K1 I +./01)W*+.6N［&］4 &
V1()+12 -*2*.H*，!""$，#[：$$7 ? $!<4

［Y］ 常彦忠，袁其朋，钱忠明4 转铁蛋白?转铁蛋白受体系统在药
物运输和定向给药中的应用［&］4 科学通报，!""8，[<：!$8 ?
!$<4

［$"］&11 ;]，P0K &;4 Q(W.(J*K*() 1> M*(* )+.(H>*+ )1 J*+,0J.2 J.(J*+
J*22H LH0(M )+.(H>*++0(?J1(SLM.)*/ 2061H1K*［&］4 @+LM @*, ’(/
RW.+K，!""!，!<：$"!8 ? $"8$4

［$$］^*221J_ 5V，RL( ;D，&*(H*( U;，*) .24 =+.(H>*++0(?J1().0(0(M，

JNJ21/*‘)+0( 612NK*+?X.H*/ 6.+)0J2*H >1+ )LK1+?).+M*)*/ M*(*
/*20,*+N［&］4 ^01J1(SLM VW*K，!""8，$[：$$!! ? $$8!4

［$!］PL+H. G，\.2T*+ UO，-1*HH2*+ 3，*) .24 51,*2 HW0*2/*/ )+.(?
H>*++0(?612N*)WN2*(* 2NJ12?612N*)WN2*(0K0(* I @5A J1K62*‘*H >1+
HNH)*K0J )LK1+?).+M*)*/ M*(* )+.(H>*+［&］4 ^01J1(SLM VW*K，
!""8，$[：!!! ? !8$4

［$8］aM+0H G，\.2T*+ U，^2*HH0(M =， *) .24 =LK1+?).+M*)*/ M*(*
)W*+.6N： H)+.)*M0*H >1+ )W* 6+*6.+.)01( 1> 20M.(/?612N*)WN2*(*
M2NJ12?612N*)WN2*(0K0(* I @5A J1K62*‘*H［&］4 & V1()+12 -*2*.H*，
!""8，Y$：$#8 ? $<$4

［$[］C0 ]，aM+0H G，\.M(*+ Q，*) .24 5.(16.+)0J2*H X*.+0(M 612N*?
)WN2*(*M2NJ12?J1L62*/ )+.(H>*++0( .H M*(* J.++0*+H： 6+*6.+.)01(
.(/ 0( ,0)+1 *,.2L.)01(［&］4 ’() & RW.+K，!""8，!7Y：Y8 ? $"$4

［$7］;*T0 G，’Z.T.Z. &，VW*(M D，*) .24 678 .(/ R=Q5 IGGAV$ I
=QR$ M*(* )W*+.6N 1> WLK.( 6+1H).)* RV?8 J.+J0(1K. ‘*(1M+.>)，
LH0(M )+.(H>*++0(?>.J020).)*/ 2061>*J)01( M*(* /*20,*+N H)+.)*MN［&］4
DLK U*(* =W*+，!""!，$8：#%$ ? ##84

［$%］ &1HW** 5，^.H)12. @-，VW*(M R\4 =+.(H>*++0(?>.J020).)*/ 2061?
>*J)01( M*(* /*20,*+N H)+.)*MN：JW.+.J)*+0b.)01( 1> )W* )+.(H>*J)01(
J1K62*‘*H .(/ 0()+.J*22L2.+ )+.>>0JT0(M［&］4 DLK U*(* =W*+，
!""!，$8：$YY$ ? !""[4

［$#］ =+1H /* ’2.+/LN. V， A+.(M1. GA， G1+*(1?A20.M. G&， *) .24
Q(W.(J*/ M*(* /*20,*+N 0( ,0)+1 .(/ 0( ,0,1 XN 0K6+1,*/
)+.(H>*++0(?206162*‘*H［&］4 ^01JW0K ^016WNH AJ).，!""!，$7%$：
!"Y ? !!$4

［$<］;*12 &U，D*1 @;，P0K DP，*) .24 ;*2*J)0,* M*(* *‘6+*HH01( 0(
W*6.)0J )LK1+ Z0)W )+.(H?.+)*+0.2 /*20,*+N 1> @5A I 2061H1K* I
)+.(H>*++0( J1K62*‘［&］4 ’( 30,1，!"""，$[：7$8 ? 7$#4

（收稿日期：!""%?$"?$!）

$"8— —




