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研究
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基因在口腔鳞癌细胞
8.5,//*

凋亡和增殖中的作用$方法
!

通过建立高表达的
S:<:;

基因%

(W5

的干扰载体和脂质体转染的
8.5,//*

细胞!采用
e=>?=F;JD9?

和荧光定量
V.(

进行转染
L(W5

及蛋白表达变化的验证$细胞

经
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&

V%

染色!流式细胞仪检测其凋亡'四甲基偶氮唑蓝"
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#分析转染后细胞增殖$结果
!

细胞转染
N

C)W5*1/6S:<:;

后高表达!而
N

$H

N

=F6>BS:<:;

转染后
S:<:;

基因被有效沉默$
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增殖检测结果表明!高表达的
S:<:;

基因能促进
8.5,//*

细胞

增殖!而沉默的
S:<:;

基因能抑制细胞的增殖$细胞凋亡检测结果表明!高表达的
S:<:;

基因能抑制细胞凋亡!而沉默的
S:<:;

基

因促进细胞凋亡$转染细胞时与顺铂同时使用后发现沉默的
S:<:;

基因能增强顺铂诱导细胞凋亡的能力$结论
!

本研究证实!

S:<:;

基因的高表达和沉默能有效调控口腔鳞癌细胞
8.5,//*

系的凋亡和增殖$顺铂与沉默的
S%U%W

基因联合使用后!诱导细

胞凋亡的能力显著增强$
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在头颈部恶性肿瘤中#口腔癌较为常见#仅次于鼻咽癌#占

所有肿瘤的
*2

(

/

)

'口腔癌的恶性程度均较高#

0

年生存率仅

有
0"2

'在所有类型的口腔癌中#口腔鳞癌的恶性程度最

高(

#

)

'最近 发 现 的
S:<:;

基 因#属 于 凋 亡 抑 制 蛋 白 家 族

$

%5V>

%'以往的研究中#对
S:<:;

基因抗细胞凋亡的机制研究

地较透彻#

S:<:;

基因发挥抑制细胞凋亡的作用是通过对活化

的天冬氨酸蛋白水解酶$

.A>

N

A>=

%的抑制来实现的'

S:<:;

基

因在杆状病毒细胞凋亡蛋白重复结构域$

Y%(

%与
.A>

N

A>=6*

-

.A>

N

A>=67

等蛋白结合后
.A>

N

A>=

蛋白失活和降解#从而发挥

抑制凋亡的作用(

*

)

'恶性肿瘤逃逸免疫效应细胞的杀伤往往

也是通过抑制凋亡通路来实现的'有研究表明在健康组织中

S:<:;

基因低表达甚至不表达#而在很多肿瘤特别是恶性肿瘤

$包括乳腺癌-宫颈癌-肠癌-前列腺癌-淋巴瘤-黑色素瘤等%中

可以检测到高表达(

!

)

'李向新等(

0

)对
!,

例口腔鳞癌组织的研

究中发现#

S:<:;

基因高表达#而在正常口腔黏膜上皮细胞中#

S:<:;

基因无表达#这提示#

S:<:;

基因在口腔鳞癌的形成和发

展中可能起重要作用(

+64

)

'凋亡相关蛋白跟肿瘤的研究是目前

研究关注的重点(

,

)

#但是至今为止#还没有
S:<:;

基因与口腔

鳞癌细胞增殖与凋亡相关的研究'本研究以口腔鳞癌

8.5,//*

细胞系为模型#试图通过高表达以及
(W5:

沉默

S:<:;

基因#研究
S:<:;

基因对口腔鳞癌细胞系凋亡和增殖的

影响'

$
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材料与方法

$1$

!

材料来源
!

人口腔鳞癌细胞株
8.5,//*

$采集自重庆医

科大学基础医学院%&胎牛血清-

(V'%/+!"

$

T:JC9

公司#美

国%&总
(W5

提取试剂
8F:K9D

-转染试剂
S:

N

9E=C?AL:;=8'#"""

$

%;<:?F9

@

=;

公司#美国%&

V.(

试剂-实时荧光定量
V.(

试剂

盒-反转录试剂盒$

VF9L=

@

A

公司#美国%&鼠抗人
'

I

C

单克隆

抗体$

$A;?A.FHKY:9?=CB;9D9

@I

公司#美国%&

&(V

标记的兔抗

鼠二抗体$中杉金桥生物技术有限公司#中国%&四甲基偶氮唑

蓝$
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#

$:

@

LA

公司#美国%&

5;;=_:;U

"

V%

凋亡检测试剂盒

$深圳晶美生物工程有限公司#中国%&普通
GW8V

和
8A

O

酶等

试剂以及引物合成-测序!由生物工程公司完成&顺铂$山东齐

鲁制药厂#中国%&

N

$H

N

=F

和
N

C)W5*1/

载体!本实验室保存'

$1/

!

细胞培养
!

在
)']'

培养基$

/"2

胎牛血清-

/""i

"

LS

青霉素-

/""i

"

LS

链霉素%中进行细胞培养'将人口腔鳞癌

,

"*#/

,

检验医学与临床
#"/4

年
0

月第
/!

卷第
7

期
!

SAJ'=G.D:;

!

'A

I

#"/4

!

U9D1/!

!

W917

"

基金项目"重庆市教委课题$

`̂!""#*!

%'
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作者简介!陈雁南#男#主治医师#主要从事牙齿移动与颌骨改建方面的研究'
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通信作者#
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细胞株
8.5,//*

置于培养基中#根据试验需求#培养皿规格

/"CL

#传代密度
7"2

左右#以
#g/"

0 于
+

孔板接种#培养时放

进
*4X

-

02.[

#

培养箱中'部分实验组还需加入浓度为
!

'

S

"

LS

的化疗药物顺铂'

$1'

!

质粒构建及转染
!

根据文献设计靶标为
/7;?

的短发夹

(W5

$

>B(W5

%序列(

7

)

#序列根据需要有所调整#

>BS:<:;

靶序

列为!

>=;>=0h6T5T 5TT i..5Ti .iT 555 T6*h

#

A;?:6

>=;>=0h6.iii.5T5.iTT5..i.i.6*h

'按说明书要

求合成合适的序列#连接进
N

$H

N

=F

载体#构建重组
N

$H

N

=F6

>BS:<:;

干涉载体'提取总
(W5

#反转录为
C)W5

#用
S:<:;

引

物扩出
S:<:;

基因
.)$

全长#克隆进
N

C)W5*1/

载体#构建

N

C)W5*1/6S:<:;6'

I

C

高表达载体'用
S:

N

9#"""

$

%;<:?F9

@

=;

公司%进行转染#设立空载体做对照#严格按说明书操作!接种

细胞于
#!

孔或
7+

孔板#使转染前细胞密度为
0"2

#

4"2

#转

染时更换培养基为无双抗培养基&准备
#

'

SS:

N

9#"""

试剂和

0"

'

S[

N

?:6']'

#同时取
"1,

'

@

质粒溶于
0"

'

S[

N

?:6']'

#

静置
0L:;

#混匀后再静置
#"L:;

#最后进行细胞转染'

$11

!

实时荧光定量
V.(

检测
!

实时荧光定量
V.(

的检测过

程依照
VF9L=

@

A

公司说明书进行'

8F:K9D

提取总
(W5

$

%;6

<:?F9

@

=;

%#反转录为
C)W5

模板'

S:<:;

引物!

>=;>=0h6T8.

5T88..8T.8.. TT8.556*h

#

A;?:>=;>=0h6TTT.5.

888.5T5.8TT5..8.6*h

#

T5V)&

引物#

>=;>=0h6T.5

..T8.5 5TT .8T 5T5 5.6*h

&

A;?:>=;>=0h658T T8T

T8T55T5.T..5 T86*h

'反应条件!

70 X

初始变性
/"

L:;

&

7!X

变性
/">

&

+"X

退火
*">

&

4#X

延伸
*">

&进行
!"

个

循环#再根据
.?

法#计算相对
L(W5

水平'

$12

!

e=>?=F;JD9?

检测
!

制备聚丙烯酰胺凝胶$

V5T]

%时#先

用浓缩胶
,"U

和分离胶
/#"U

#电泳保持稳压#在溴酚兰刚跑

出凝胶时#停止电泳#再取出凝胶#转膜后取出聚偏二氟乙烯

膜#用
8Y$8

洗涤后脱脂牛奶室温封闭#

/B

后在室温下加入

一抗$

5;?:6'

I

C

抗体
/k*"""

稀释%孵育
#B

#再加入二抗$

/k

0"""

稀释%室温反应
/B

#每次更换孵育液时#必须用
8Y$8

洗#重复
*

次#最后以化学发光底物进行曝光检测'

$1)

!

5;;=_:;U

"

V%

检测细胞凋亡
!

在离心收集细胞时弃用

上清#再用预冷的
VY$

$

/LS

%洗涤'将细胞重悬于
#""

'

S

Y:;G:;

@

YHEE=F

#加入
/"

'

S5;;=_:;U

试剂混匀#冰上反应
*"

L:;

#加入
0

'

SV%

以及
*""

'

SY:;G:;

@

YHEE=F

#使总反应体系

为
0""

'

S

'反应结束后流式细胞仪$

Y)P5.$.AD:JHF

%检测'

$1.

!

'88

比色法检测细胞增殖
!

于
7+

孔板中接种收集的细

胞#按照每孔
#g/"

! 接种'细胞的收集应在
/"CL

培养皿中

长到
4"2

#

,"2

满时#待均匀悬浮至单细胞后进行'按
/1*

所述进行细胞转染'转染后
#!

-

!,

-

4#

-

7+B

每孔加入
'88

$浓度为
/"L

@

"

LS

%试剂
/"

'

S

#在
.[

#

培养箱$浓度
02

#温

度
*4X

%中培养
!B

'培养后吸出孔内培养液#每孔中加入二

甲基亚砜$

)'$[

%

/0"

'

S

'最后用酶标仪进行吸光值
[)!7"

的检测'未转染组为对照组#将其细胞增殖率定为
/""2

'各

实验组细胞增殖率的计算方法!$各实验组
[)!7"

"对照组

[)!7"

%

g/""2

'

$1P

!

统计学处理
!

使用
$V$$/"1"

软件对数据进行分析'计

量资料采用
I\C

#组间比较采用
=

检验'以
!

#

"1"0

为差异有

统计学意义'

/

!

结
!!

果

/1$

!

S:<:;

基因低表达的实时荧光定量
V.(

检测
!

8.5,//*

细胞的转染使用两个载体#一是
N

$H

N

=F

空载体#二是
N

$H

N

=F6

>BS:<:;

低表达载体'使用
N

]TPV

转染细胞#流式细胞仪检测

绿色荧光信号'转染
!,B

后#转染
N

$H

N

=F6>BS:<:;

的实验组

L(W5

表达水平明显下调#为$

*01*\/#1"

%

2

#

N

$H

N

=F

空载体

的对照组为$

7,1*\010

%

2

#

(W5

干扰后
S:<:;

表达明显下调#

差异有统计学意义$

!

#

"1"0

%'

/1/

!

e=>?=F;JD9?

检测
S:<:;

基因高表达
!

用
N

C)W5*1/

空

载体和
N

C)W5*1/6S:<:;6'

I

C

高表达载体转染
8.5,//*

细

胞#

#!B

后#

N

C)W5*1/6S:<:;6'

I

C

高表达载体带有
'

I

C

标签#

5;?:6'

I

C

抗体可检测到融合
'

I

C

蛋白的高表达
S:<:;

基因'

在检测转染
N

C)W5*1/6S:<:;

的实验组中可见条带#而空载体

的对照组中未检测到条带#此结果说明转染的
S:<:;

基因被有

效高表达'见图
/

'

图
/

!!

e=>?=F;JD9?

检测转染后
S:<:;

基因高表达

/1'

!

S:<:;

基因高表达对
8.5,//*

细胞增殖影响的
'88

检

测
!

转染
!,B

后#对照组和
S:<:;

基因高表达组
8.5,//*

细

胞增殖情况以
'88

法进行检测'检测时间点为
#!

-

!,

-

4#

-

7+

B

#结果显示高表达的
S:<:;

基因组中细胞增值率均比对照组

的细胞增值率高'其中
!,B

时#

S:<:;

基因高表达组的细胞增

值率为$

+01#\/17

%

2

#对照组$

0014\#1!

%

2

#差异有统计学

意义$

!

#

"1"0

%#结果表明转染后的
S:<:;

基因被高表达#这可

以促进
8.5,//*

细胞的增殖'

/11

!

S:<:;

基因的沉默对
8.5,//*

细胞增殖影响的
'88

检

测
!

检测时间点选取
#!

-

!,

-

4#

-

7+B

#结果显示实验组中
S:<:;

基因沉默后的细胞增殖率比对照组低#其中
!,B

时的增殖率

分别为对照组$

+/1#\#1/

%

2

#

S:<:;

沉默组$

0#1#\/1+

%

2

#差

异有统计学意义$

!

#

"1"0

%'结果表明#

S:<:;

基因的沉默对

8.5,//*

细胞的增殖起到抑制作用'

/12

!

5;;=_:;U

"

V%

检测
S:<:;

基因高表达对
8.5,//*

细胞

凋亡的影响
!

细胞转染
!,B

后进行
5;;=_:;U

"

V%

染色#使用

流式细胞仪进行凋亡检测'

S:<:;

基因高表达组的细胞凋亡率

为
72

#而对照组中#细胞凋亡率为
/02

'用顺铂处理对照组

和高表达组
8.5,//*

细胞#联合顺铂使用后的结果显示#对照

组中细胞凋亡率为
*+2

#

S:<:;

基因高表达组则为
/72

#凋亡

率显著降低#差异有统计学意义$

!

#

"1"0

%'

/1)

!

5;;=_:;U

"

V%

检测
S:<:;

基因沉默对
8.5,//*

细胞凋

亡的影响
!

S:<:;

基因沉默后检测
8.5,//*

细胞的凋亡情况#

分析表明#对照组的凋亡率为
/#2

#而
S:<:;

低表达后凋亡率

升高到
#*2

'用顺铂处理对照组和
S:<:;

低表达组
8.5,//*

细胞#结果表明#对照组顺铂处理后的凋亡率为
*/2

#

S:<:;

沉

默组顺铂处理后为
+!2

#凋亡率显著升高#差异有统计学意义

$

!

#

"1"0

%'

'

!

讨
!!

论

含有
4

个外显子的人
S:<:;

基因由
#7,

个氨基酸组成#是

一种编码蛋白'该基因具体位置在人类染色体
#"

O

D*1*

'在

S:<:;

蛋白的
W

端是杆状病毒凋亡抑制重复序列$

Y%(

%#而
.

端则是
(%WT

结构域'该基因对细胞凋亡的抑制作用是通过

Y%(

结构域来发挥的'

S:<:;

特异性表达于人胚胎组织#在成

人的大多数组织中没有表达或者表达量极低#主要在胎儿发育

过程中起重要作用'

S:<:;

基因的异常表达在许多人类肿瘤中

均可发现#如黑色素瘤-肺癌-膀胱癌-白血病-乳腺癌以及多种

,

/*#/

,

检验医学与临床
#"/4

年
0

月第
/!

卷第
7

期
!

SAJ'=G.D:;

!

'A

I

#"/4

!

U9D1/!

!

W917



消化系统肿瘤等#说明该基因与肿瘤的发生和发展相关(

/"6/!

)

'

分子标志物的筛查是肿瘤发现和诊断的重要依据#寻找肿瘤标

志物是本研究的重点所在(

/06/+

)

'有研究证实在口腔鳞癌组织

中可以检测到高表达的
S:<:;

基因#而在正常口腔黏膜中未发

现(

0

)

#这提示
S:<:;

基因与口腔鳞癌的发生-发展有关'

本研究构建了
N

$H

N

=F6>BS:<:;

干扰载体以及
N

C)W5*1/6

S:<:;

高表达载体#在口腔鳞癌
8.5,//*

细胞中高效沉默或者

外源高表达
S:<:;

基因'实时荧光定量
V.(

检测的结果显示#

在实验组中#

S:<:;

基因
L(W5

在转染
>BS:<:;

后的表达量与

对照组中转染空载体的表达量相比显著减少'本研究构建了

带有
'

I

C

标签蛋白的
N

C)W5*1/6S:<:;6'

I

C

高表达载体#可用

5;?:6'

I

C

抗体检测到融合带有
'

I

C

蛋白的高表达
S:<:;

基

因#这通过
e=>?=F;JD9?

的检测得到证实'

有效进行高表达和低表达实验后#本研究进一步用
'88

实验检测
S:<:;

基因对
8.5,//*

细胞增殖的影响'结果表明

在不同时间点均能检测到对细胞增殖的促进#外源高表达

S:<:;

基因对
8.5,//*

细胞的增殖有明显的促进作用#其中
!,

B

时的增值率分别为对照组$

0014\#1!

%

2

#

S:<:;

高表达组

$

+01#\/17

%

2

'与之相符#

S:<:;

基因沉默能够抑制
8.5,//*

细胞的增殖#不同时间点
S:<:;

低表达细胞的增殖率均低于对照

组细胞#其中
!,B

时的增值率分别为对照组$

+/1#\#1/

%

2

#

S:<:;

沉默组$

0#1#\/1+

%

2

'这些数据证实了本研究的推测#

S:<:;

基因的表达量跟口腔癌细胞系的增殖相关#也间接说明

口腔癌组织中
S:<:;

基因的高表达与肿瘤的发生-发展密切相

关'

5;;=_:;U

"

V%

染色后#本研究用流式细胞仪检测细胞凋

亡的情况#以此研究
S:<:;

基因对
8.5,//*

细胞凋亡的影响'

研究结果表明经外源性高表达的
S:<:;

基因能极大地抑制细

胞凋亡#而
S:<:;

基因的沉默对细胞凋亡则有促进'

近年来关于化疗药物的研究#结果表明启动肿瘤细胞的凋

亡是其作用机制'而对化疗药物引发细胞凋亡的对抗则是肿

瘤细胞耐药性产生的主要原因'当前化疗药物在临床使用中

需要解决的关键问题就是肿瘤细胞的耐药性#也就是怎样消除

肿瘤细胞对化疗药物引发细胞凋亡的对抗'本研究发现#

S:<:;

基因高表达后对
8.5,//*

细胞的增殖和凋亡均有影响'

根据此结果#假设
S:<:;

基因为肿瘤治疗的靶点#选择性抑制

其表达#

S:<:;

基因对肿瘤细胞凋亡的抑制则可消除#从而可以

解决肿瘤细胞耐药性的问题'为探索
S:<:;

基因作为靶点联

合化疗药物治疗口腔癌的可能性#本研究用顺铂处理
S:<:;

高

表达或低表达的细胞'顺铂是临床常用的化疗药物之一#本研

究发现顺铂处理后#

S:<:;

高表达细胞的病死率显著下降#而

S:<:;

沉默细胞的病死率显著升高'这些结果初步表明#沉默

S:<:;

基因并联合化疗药物对口腔癌细胞的杀伤是有效果的'

本研究 结 果 证 实#

S:<:;

基 因 高 表 达 后 对 口 腔 鳞 癌

8.5,//*

细胞系的增殖和凋亡均有影响'通过
(W5:

技术对

S:<:;

基因表达沉默后#对
8.5,//*

细胞的增殖产生抑制#促

进细胞凋亡#这能有效降低口腔鳞癌
8.5,//*

细胞对化疗药

物的耐药性'在口腔鳞癌细胞中
S:<:;

基因高表达#在下一步

的研究中以
S:<:;

基因为靶点#探索口腔鳞癌治疗的新方法'
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À>9ET'

#

T9L=>Y.1S:<:;

#

A;9<=D:;B:J:?9F9EA

N

9

N

?96

>:>

N

F9?=:;EAL:D

I

L=LJ=F

(

^

)

1̂Y:9D.B=L

#

#""/

#

#4+

$

0

%!

*#*,6*#!+1

(

!

)

eA;

@

S

#

cBA;

@

j

#

S:HY

#

=?AD1.BADD=;

@

=A;G

N

F9L:>=

!

F9D=>E9FS:<:;:;

N

F9

@

F=>>:9;A;G?B=FA

NI

9ECA;C=F

(

^

)

1

'9D.A;C=F8B=F

#

#"",

#

4

$

/#

%!

*++/6*++71

(

0

) 李向新#蒋蕾#白玲#等
1S:<:;

和
V.W5

在口腔鳞癌中的

表达及意 义 (

^

)

1

实 用 口 腔 医 学 杂 志#

#"//

#

#4

$

!

%!

0+#60+01

(

+

)

.BA;

@

&

#

$CB:LL=F5)1S:<:;

"

L=DA;9LA:;B:J:?9F9EA

N

6

9

N

?9>:>

N

F9?=:;A>A

N

9?=;?:AD?B=FA

N

=H?:C?AF

@

=?E9F?B=

?F=A?L=;?9ELAD:

@

;A;C

I

(

^

)

1'9D.A;C=F8B=F

#

#""4

#

+

$

/

%!

#!6*"1

(

4

)

aA;Y1(=>=AFCB

N

F9

@

F=>>9;S:<:;

N

F9?=:;

!

A;:;B:J:?9F9E

A

N

9

N

?9>:>

(

^

)

1'9D.=DDY:9CB=L

#

#"//

#

*04

$

/

"

#

%!

*76!01

(

,

) 刘加强#刘洪臣
1

细胞凋亡及其在牙周领域中的研究进展

(

^

)

1

中华老年口腔医学杂志#

#"/"

#

,

$

#

%!

//"6//*1

(

7

)

eA;

@

&

#

8A;$$

#

eA;

@

Za

#

=?AD1$:D=;C:;

@

D:<:;

@

=;=J

I

>:(W5D=AG>?9A

N

9

N

?9>:>:;GHC?:9;

#

C=DDC

I

CD=AFF=>?

#

A;G

N

F9D:E=FA?:9;:;B:J:?:9;:;LAD:

@

;A;?L=DA;9LAS:YFC=DD>

(

^

)

15C?AVBAFLAC9D$:;

#

#""4

#

#,

$

/#

%!

/7+,6/74!1

(

/"

)

&AF:H&

#

&:F9BA>B:a

#

89F:

@

9=8

#

=?AD15J=FFA;?=_

N

F=>6

>:9;A;G

N

9?=;C

I

A>ACA;C=F:LLH;9?B=FA

NI

?AF

@

=?9E:;6

B:J:?9F9EA

N

9

N

?9>:>

N

F9?=:;EAL:D

I

#

S:<:;

"

'S6%5V:;DH;

@

CA;C=F

(

^

)

1.D:;.A;C=F(=>

#

#""0

#

//

$

*

%!

/"""6/""71

(

//

)

TAKKA;:

@

AV

#

TFAG:D9;=5

#

T:HD:A;:S

#

=?AD1]_

N

F=>>:9;

A;G

N

F9

@

;9>?:C>:

@

;:E:CA;C=9ES%U%W

#

$i(U%U%W A;G

9?B=FA

N

9

N

?9>:>6F=DA?=G

@

=;=>:;?B=

N

F9

@

F=>>:9;9E>H

N

=F6

E:C:ADJDAGG=FCA;C=F

(

^

)

15;;[;C9D

#

#""*

#

/!

$

/

%!

,067"1

(

/#

)李建厂#贾秀红#唐慎华#等
1S:<:;

基因在儿童急性白血

病中的表达及其意义(

^

)

1

肿瘤防治研究#

#"/#

#

*7

$

/

%!

!/6

!*1

(

/*

)

aA

@

:BA>B:5

#

5>A;HLA`

#

WARALHFA'

#

=?AD1)=?=C?:9;

9EA;?:6>HF<:<:;A;?:J9G

I

:;

@

A>?F9:;?=>?:;ADCA;C=F

N

A6

?:=;?>

(

^

)

1.D:;.B=L

#

#""/

#

!4

$

7

%!

/4#76/4*/1

(

/!

)

j:H

N

:;

@

c

#

=̂:Z

#

a9H_:;^

#

=?AD1..CB=L9R:;=D:

@

A;G#0

=;BA;C=>F=>:>?A;C=?9A

N

9

N

?9>:>:;.)!

-

8C=DD>EF9L

N

A6

?:=;?>M:?B86C=DDD:;=A

@

=ACH?=A;GCBF9;:CD

I

L

N

B9C

I

?:C

D=HR=L:AJ

I

L=A;>9ED:<:;AC?:<A?:9;

(

^

)

1.A;C=F(=>

#

#""!

#

+!

$

#"

%!

4047640,41

(

/0

)侯劲松#黄洪章#王建广#等
1PA>

基因转染对舌鳞癌

8CA,//*

细胞生物学特性的影响(

^

)

1

中华老年口腔医学

杂志#

#""!

#

#

$

!

%!

#"#6#"!1

(

/+

)孔祥盼#西玉立#步荣发#等
1

表观遗传学在口腔鳞状细胞

癌分子机制中的研究进展(

^

)

1

中华老年口腔医学杂志#

#"/*

#

//

$

!

%!

#!!6#!,1

$收稿日期!

#"/+6//6#,

!!

修回日期!

#"/46"/6/"

%

,

#*#/

,

检验医学与临床
#"/4

年
0

月第
/!

卷第
7

期
!

SAJ'=G.D:;

!

'A

I

#"/4

!

U9D1/!

!

W917




