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摘　要　目的　研究核纤层蛋白（ＬＭＮＡ）基因在先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）患者中的突变情况。方法

本研究分别对 １００例 ＣＨＤ患儿及 １００例正常体检儿童进行 ＬＭＮＡ基因组提取，用聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）分别扩增 ＬＭＮＡ基因功能区 １２个外显子部分，并使用 ＤＮＡ测序技术测序，用 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＬＭＮＡ序列作为模板序列进行

比对。结果　所有 ＣＨＤ患儿及正常体检儿童中 ＬＭＮＡ基因均未发现突变。结论　ＬＭＮＡ基因突变与 ＣＨＤ患者之间可能无明

显相关性。
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　　先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）简
称先心病，是一种由多因素导致的疾病，其致病机制

十分复杂，致病因素主要是环境因素和基因因素
［１］
。

先天性心脏病是先天性遗传病最常见的类型，发生率

约为０．６％ ～１．２％［２］
。大约 ５％ ～８％的 ＣＨＤ是由

于染色体的异常引起的，其中 ３％的基因缺陷在一级
家庭成员中具有高复发风险

［３］
。我国的先心病发生

率呈逐年上升趋势，每年大约有 １５万 ～２０万的先心
病患儿出生

［４］
。研究 ＣＨＤ的分子机制，不仅对 ＣＨＤ

发生的机制和遗传干预有重要的理论依据作用，而且

为探索行之有效的疾病筛查和诊治技术预防 ＣＨＤ的
发生提供新的思路。

ＬＭＮＡ基因是编码核纤层蛋白，核纤层蛋白的异
常会导致多种疾病的发生，根据临床特征不同，至今

被认识的核纤层蛋白病已有 １０余种，包括 Ｅｍｅｒｙ－

Ｄｒｅｉｆｕｓｓ肌营养不良、Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎｇ－Ｇｉｌｆｏｒｄ早衰综合
征（Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎｇ－Ｇｉｌｆｏｒｄｐｒｏｇｅｒｉａｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＧＰＳ）、
扩张性心肌病等

［５］
。ＬＭＮＡ基因突变会引起多种心

脏异常，如心肌病、心脏传导异常等，但与先天性心脏

发育异常的关系研究未见报道。本研究团队早期发

现１例先天性心脏发育异常［室间隔缺损（ＶＳＤ）＋房
间隔缺损（ＡＳＤ）］伴 ＨＧＰＳ的患者（图 １），早衰综合
征是罕见的儿童过早衰老性疾病，研究发现绝大多数

ＨＧＰＳ病例的遗传基础是在 ＬＭＮＡ基因的第 １１个外
显子中 Ｇ６０８Ｇ发生了突变［６］

。笔者对该患者进行高

通量外显子测序和群体比对，发现其致病基因也是

ＬＭＮＡ基因，并发现了 ＬＭＮＡ基因的新突变 ｃ．４０７Ａ＞
Ｇ，蛋白质水平突变为 ｐ．Ｄ１３６Ｇ（图 ２）；笔者对具体
突变进行分析，发现突变位点高度保守，同时利用多

种软件预测都提示该突变为致病突变（图 ３）。已有
报道研究人员利用 ＣＲＩＳＰＲ基因编辑技术成功对
ＨＧＰＳ突变 ＤＮＡ进行定点编辑及修正［７］

。本研究通

过分析 ＬＭＮＡ基因与先天性心脏病的关系，为未来
提早干预并治疗先心病提供可能。

　　编码核纤层蛋白的 ＬＭＮＡ突变可引起一系列表
型不同的疾病，本研究拟利用新一代基因测序技术探
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图 １　ＣＨＤ（ＶＳＤ＋ＡＳＤ）伴 ＨＧＰＳ的患儿

图 ２　新发现的 ＬＭＮＡ基因突变

图 ３　ＬＭＮＡ基因新突变保守性分析及预测

讨 ＬＭＮＡ基因突变与人类先天性心脏发育异常的关
系，从基因层面探索 ＣＨＤ患者的遗传学背景，分析
ＬＭＮＡ突变在先天性心脏发育异常中的比例与分布
情况。

资料与方法

１．一般资料：选取 ２０１６～２０１７年温州医科大学
附属第二医院小儿心胸外科所收治的 １００例 ＣＨＤ患
者并随机选取 １００例种族匹配的例行身体检查的健
康儿童作为对照组。ＣＨＤ组男性 ６２例，女性 ３８例，

患儿年龄０．５～１４岁，平均年龄 ２１±２．７岁。对照
组男性６０例，女性 ４０例，年龄 １～１２岁，平均年龄
２４±２．１岁。所有 ＣＨＤ患者均经超声心动图、心电
图、胸部 Ｘ线片及心脏手术确诊，排除综合性先天性
心脏病患儿（如 Ｄｏｗｎ综合征、ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征）。本
研究经温州医科大学伦理学委员会批准，且患儿或家

属均知情同意并签字。

２．标本采集：患儿均采集空腹外周静脉血 ４～
５ｍｌ至 ＥＤＴＡ抗凝采血管中，混匀，将标本存放于
－８０℃冰箱中，待测。
３．制备基因组 ＤＮＡ：用常规饱和酚 －氯仿法提

取基因组 ＤＮＡ：①将 ３００～４００μｌ血液加入至 １ｍｌ细
胞裂解液中，充分颠倒混匀后，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ
至细胞沉淀较完全；②弃去上清，取 １ｍｌ细胞裂解液
加入，用枪头轻轻吹打使细胞沉淀散开，继续 ８０００ｒ／
ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；③重复步骤②直至液体澄清；④弃去
上清，分别将 ＳＴＥ３００μｌ、２０％ＳＤＳ２０μｌ、蛋白酶 Ｋ
（１０μｇ／μｌ）１５μｌ加入离心管中，充分混匀后置于
５０℃水浴锅中１２ｈ；⑤１２ｈ后从水浴锅中取出离心管，
取１００μｌ饱和 ＮａＣｌ溶液（６ｍｏｌ／Ｌ）加入，轻轻晃动可
见白色沉淀析出，继续冰浴 １０ｍｉｎ至沉淀完全析出，
４℃环境下５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；⑥取出上清液至新
的离心管中，在通风橱中取等量体积酚／氯仿／异戊醇
（２５∶２４∶１）加入，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清后加
入３倍体积冷乙醇，轻轻颠倒摇晃，有白色絮状 ＤＮＡ
沉淀析出；⑦４℃环境下 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃去
冷乙醇，可见离心管底有块状 ＤＮＡ沉淀，将离心管倒
置于滤纸上使水分自然晾干；⑧加入 ２００μｌＴＥＢｕｆｆ
ｅｒ，并利用紫外分光光度计测定所得 ＤＮＡ浓度，４℃
冰箱中保存。

４．引物设计 ＬＭＮＡ：ＬＭＮＡ基因序列来自 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ（ＮＣ＿０００００１．１１）。利用 Ｐｒｉｍｉｅｒ５．０软件设计
１～１２号外显子的 ＰＣＲ引物用于扩增目的片段及测
序，引物序列见表１。
　　５．ＬＭＮＡ基因 １～１２号外显子 ＰＣＲ反应体系：
从离心管中根据所测浓度取出模板 ＤＮＡ约 ２０ｎｇ，加
入正向与反向引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ，２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）１０μｌ，补双蒸水至 ２０μｌ。
其中，ＰＣＲ 的发生条件如下：预变性环节，温度
９５℃，时间５ｍｉｎ；变性环节，温度 ９５℃，时间 ３０ｓ；退
火环节，温度范围 ５５℃，时间 ６０ｓ；延伸环节，温度
７２℃，时间３０ｓ；终延伸环节，温度 ７２℃，时间 ５ｍｉｎ。
共３５个循环。
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表 １　ＬＭＮＡ基因 １～１２号外显子引物序列

外显子 正向引物（５′→３′） 反向引物（３′→５′） 长度（ｂｐ）
１ ＡＣＴＣＣＧＡＧＣＡＧＴＣＴＣＴＧＴ ＴＴＣＣＣＴＣＴＣＴＧＴＣＣＴＧＴＣＴＴ ６４０
２ ＡＴＧＣＣＣＴＣＴＣＣＴＧＧＴＡＡＴＴＧ ＧＡＴＧＴＧＡＣＣＴＣＡＧＴＧＧＧＴＡＡＡ ４４０
３ ＴＣＴＣＴＴＡＧＣＡＣＡＧＴＡＣＣＴＡＣＣＡ ＴＡＣＴＣＣＡＴＧＡＧＣＣＡＣＴＡＣＣＡ ５０３
４、５ ＴＧＧＴＡＧＴＧＧＣＴＣＡＴＧＧＡＧＴＡ ＡＴＣＣＴＧＣＧＡＣＣＣＴＴＣＴＣ ７７３
６、７ ＴＴＧＣＡＧＡＴＣＣＴＧＧＡＧＡＧＡＧＴＡＧ ＧＡＡＣＣＡＧＡＧＴＧＴＧＧＡＧＧＡＧＡＴＡ ７９１
８、９ ＧＴＧＴＧＴＧＴＡＧＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＧ ＣＣＣＴＧＡＡＴＴＧＧＣＡＡＡＣＴＴＧＧ ５３２
１０ ＣＴＴＡＧＣＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡＣＡＧＡＧ ＣＡＡＧＧＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＡＧＡ ４０４
１１ ＴＴＡＴＧＴＣＴＴＣＣＣＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣ ＧＴＧＧＧＣＴＧＴＣＴＡＧＧＡＣＴＣＡ ６１４
１２ ＣＣＴＡＧＡＣＡＧＣＣＣＡＣＣＴＣＴ ＧＧＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＴＡＧＧＡＴＴＧＡＧＡＴＡＧ ４５５

　　６．基因测序：将 ＰＣＲ产物回收送杭州擎科梓熙
生物技术有限公司，以 ＰＣＲ上游引物为测序引物，用
ＡＢＩ３７３０ｘｌ自动测序仪进行测序，使用序列分析软件
ＳｎａｐＧｅｎｅ分析测序结果并将所测序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中
的已知序列进行比来识别基因变异。

结　　果
１．ＰＣＲ结果：琼脂糖凝胶电泳验证 ＰＣＲ产物并

与标准 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ比对，各 ＰＣＲ产物与设计的各片
段大小基本符合。

２．ＤＮＡ测序结果：在 ＣＨＤ患者组中的 ＬＭＮＡ基
因中均未发现突变。

讨　　论
ＬＭＮＡ基因位于 １ｑ２１．２～ｑ２１．３，基因组序列长

度５６．７ｋｂ，其中编码区域长度约为 ２４ｋｂ，共编码 １２
个外显子。ＬＭＮＡ基因转录时，１０号外显子会发生
选择性剪切，此时会有两种不同的 ｍＲＮＡｓ，分别编译
两种不同的蛋白，即 ｐｒｅｌａｍｉｎＡ和 ｌａｍｉｎＣ［８］。ｐｒｅｌ
ａｍｉｎＡ的 Ｃ末端是“ＣＡＡＸ”模序，经金属蛋白酶
Ｚｍｐｓｔｅ２４、肽链内切酶２、异戊烯半胱氨酸羧基端甲基
转移酶作用后转化为 ｌａｍｉｎＡ［９］。ｌａｍｉｎＣ和 ｌａｍｉｎＡ
的 Ｎ末端有相同的 ５６６个氨基酸残基，由 ＬＭＮＡ基
因编码的这两种主要产物 ｌａｍｉｎＡ／Ｃ属于核膜中间
丝蛋白，其作用在于维持细胞核膜内层结构和功能，

是核膜中主要的骨架蛋白，它在染色质结构和基因组

的空间定位中发挥作用并能决定细胞核的大小和形

状
［１０，１１］

。越来越多的证据表明，在 ＤＮＡ复制、ＲＮＡ
转录、细胞分化和凋亡中 ｌａｍｉｎＡ／Ｃ也参与并发挥着
重要的作用

［１２］
。有许多研究已经明确了 ＬＭＮＡ基因

的４００多种突变，可表达２０多种不同的表现型，与心
肌病相关位点就多达１００多个，导致各种不同类型的
心肌病

［１３］
。ＬＭＮＡ基因突变导致的扩张性心肌病特

征为心腔大、室壁薄、常伴有心脏传导系统疾病、发病

早、预后差
［１４］
。笔者前期发现的 １例 ＬＭＮＡ基因突

变国际上尚无报道，此病例患儿表现为早老症，涉及

心血管、骨骼、肌肉及皮肤脂肪等多种系统和组织异

常，并无心肌病的表现，但存在 ＣＨＤ（ＶＳＤ＋ＡＳＤ），关
于 ＬＭＮＡ基因与 ＣＨＤ的相关性目前国内外尚无研究
报道。

本研究分别通过对１００例 ＣＨＤ患儿及 １００例正
常体检儿童进行 ＬＭＮＡ基因的突变筛查，结果未发
现任何突变，ＬＭＮＡ基因突变与 ＣＨＤ患者之间可能
无明显相关性。基因在地区、人群、遗传背景中的分

布具有不同的特异性，因此要从多地区、多人群、大样

本的研究中才能明确某一基因在致病过程中发挥的

作用，从根本上解释发病机制。因此，ＬＭＮＡ基因突
变是否对 ＣＨＤ具有致病意义尚需要进一步的研究。
本研究未发现 ＬＭＮＡ基因的致病性突变，笔者认为
可能与以下几个因素有关：①前期发现的 ＬＭＮＡ基
因突变伴有其他心脏、神经、肌肉、脂肪代谢障碍等病

变，而本研究中患者具有这些病变的比例较低；②
ＬＭＮＡ基因的突变在先天性心脏病中较为罕见，其突
变可能并非是导致先天性心脏病的原因；③研究的样
本数量还不够大，后续如果有更大的样本量也许能发

现 ＬＭＮＡ基因的其他致病性突变。
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动态监测脂肪肝患者的肝脏损伤、代谢紊乱及其相关

并发症情况。而没有肥胖这一危险因素的非肥胖型

ＮＡＦＬＤ患者，其缺少特异性临床表现及检查指标，易
被人们忽视。因此对非肥胖型 ＮＡＦＬＤ的进一步认识
有助于提供特异性的预防、治疗非肥胖型 ＮＡＦＬＤ。
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ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，
２００８，２２（５）：６６３－６３７

１９　ＦｅｌｄｍａｎＡ，ＥｄｅｒＳＫ，ＦｅｌｄｅｒＴＫ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｌｅａｎｃａｕｃａｓｉａｎｓｕｂｊｅｃｔｓｗｉｔｈｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
［Ｊ］．ＡｍＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１７，１１２（１）：１０２－１１０

２０　ＭｏｏｒｅＪＢ．Ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ：ｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆｏｂｅｓｉｔｙａｎｄｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮｕｔｒＳｏｃ，２０１０，６９
（２）：２１１－２２０

２１　ＢａｄｏｕｄＦ，ＰｅｒｒｅａｕｌｔＭ，ＺｕｌｙｎｉａｋＭＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏ
ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｗｈｉｔｅａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙｕｎｈｅａｌｔｈｙｎｏｒｍａｌ
ｗｅｉｇｈｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙｈｅａｌｔｈｙｏｂｅｓｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，
２０１５，２９（３）：７４８－７５８

（收稿日期：２０１９－０１－１５）
（修回日期：２０１９－０２－２１）

（接第 ６８页）
５　ＣａｏＫ，ＣａｐｅｌｌＢＣ，ＥｒｄｏｓＭＲ，ｅｔａｌ．ＡｌａｍｉｎＡｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｆｏｒｍｏｖｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨｕｔｃｈｉｎｓｏｎ－Ｇｉｌｆｏｒｄｐｒｏｇｅｒｉａｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓｗｉｔｈ
ｍｉｔｏｓｉｓｉｎｐｒｏｇｅｒｉａａｎｄｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，
２００７，１０４（１２）：４９４９－４９５４

６　ＬｅｅＳ，ＪｕｎｇＹ，ＹｏｏｎＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｒｕｐｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｅｒｉｎ－ｌａｍｉｎＡ／Ｃ
ｂｉｎｄｉｎｇａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓＨｕｔｃｈｉｎｓｏｎ－Ｇｉｌｆｏｒｄｐｒｏｇｅｒｉａｓｙｎｄｒｏｍｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅ
［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１６，１２６（１０）：３８７９－３８９３

７　ＬａｉＦＰ，ＬａｕＳＴ，ＷｏｎｇＪＫ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｏｆｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ－ａｓｓｏｃｉａｔ
ｅｄｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｈｕｍａｎｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｖｉａｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ／ｃａｓ９，ｒｅｓｔｏｒｅｓｎｅｕｒａｌ
ｃｒｅｓｔｃｅｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，２０１７，１５３（１）：１３９－１５３，ｅ８

８　ＧｒｕｅｎｂａｕｍＹ，ＦｏｉｓｎｅｒＲ．Ｌａｍｉｎｓ：ｎｕｃｌｅａｒｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｆｉｌａｍｅｎｔｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｗｉｔｈｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎｎｕｃｌｅａｒｍｅｃｈａｎｉｃｓａｎｄｇｅｎｏｍｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＢｉｏｃｈｅｍ，２０１５，８４：１３１－１６４

９　ＨｏＣＹ，ＬａｍｍｅｒｄｉｎｇＪ．Ｌａｍｉｎｓａｔａｇｌａｎｃｅ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２０１２，１２５

（Ｐｔ９）：２０８７－２０９３
１０　ＷｉｌｓｏｎＫＬ，ＦｏｉｓｎｅｒＲ．Ｌａｍｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇ

ＨａｒｂＰｅｒｓｐｅｃｔＢｉｏｌ，２０１０，２（４）：ａ０００５５４
１１　ＳｈｉｎＪＷ，ＳｐｉｎｌｅｒＫＲ，ＳｗｉｆｔＪ，ｅｔａｌ．Ｌａｍｉｎｓｒｅｇｕｌａｔｅｃｅｌｌｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ

ａｎｄｌｉｎｅａｇｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆａｄｕｌｔｈｕｍａｎｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ
ＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１３，１１０（４７）：１８８９２－１８８９７

１２　ＯｓｔｌｕｎｄＣ，ＷｏｒｍａｎＨＪ．Ｎｕｃｌｅａｒｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＭｕｓｃｌｅＮｅｒｖｅ，２００３，２７（４）：３９３－４０６

１３　ＹｉｎＪ，ＹａｎｇＪ，ＲｅｎＦＸ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＬＭＮＡｇｅｎｅｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｒｓ４６４１ｗｉｔｈｄｉｌａｔｅｄｃａｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ｇｅｎ
ｅｔＭｏｌＲｅｓ，２０１５，１４（４）：１５４２７－１５４３４

１４　ＳｏｎｇＫ，ＤｕｂｅＭＰ，ＬｉｍＪ，ｅｔａｌ．ＬａｍｉｎＡ／Ｃｍｕｔａｔｉｏｎｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ｆａｍｉｌｉａｌａｎｄｓｐｏｒａｄｉｃｃａｓｅｓｏｆｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｉｎＫｏｒｅａｎｓ［Ｊ］．
ＥｘｐＭｏｌＭｅｄ，２００７，３９（１）：１１４－１２０

（收稿日期：２０１９－０２－１９）
（修回日期：２０１９－０２－２１）

·５６·
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