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　　摘　要：目的　研究黄连解毒汤（ＨＬＴ）对丙戊酸钠（ＳＶＡ）在氯化锂匹罗卡品致癫痫大鼠体内减毒增效作用。方法　采用腹

腔注射氯化锂匹罗卡品制备癫痫大鼠模型。比较未用药、单用ＳＶＡ及联合用药对大鼠行为学，血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转

氨酶（ＡＳＴ），谷胱甘肽过氧化酶（ＧＳＨＰｘ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）水平以及肝脏组织学变化的影响，同时监测ＳＶＡ血药浓度。结

果　ＳＶＡ联合 ＨＬＴ能减少大鼠的癫痫行为，拮抗癫痫大鼠服用ＳＶＡ导致的 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性升高（犘＜０．０１）、ＧＳＨＰｘ活性下

降（犘＜０．０１）和肝组织病理改变，并同时降低ＳＶＡ血药浓度（犘＜０．０１）。结论　ＨＬＴ能增强ＳＶＡ的抗癫痫作用，并降低其肝

毒性。
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　　丙戊酸钠（ｓｏｄｉｕｍｖａｌｐｒｏａｔｅ，ＳＶＡ）为临床一线广谱抗癫

痫药物，其作用机制与抑制γ氨基丁酸转氨酶活性，增强谷氨

酸脱羧酶活性，升高脑内γ氨基丁酸有关
［１２］。但长期服用

ＳＶＡ可导致共济失调、学习记忆能力下降、肝功能受损等
［３］。

黄连解毒汤（ＨＬＴ）可泻火解毒，临床上常用于各种热症、阿尔

茨海默病等［４］。临床研究发现 ＨＬＴ同ＳＶＡ等抗癫痫药物合

用，对缓解癫痫发作时的阵挛及焦躁精神状态有一定效果。本

研究对ＳＶＡ联合 ＨＬＴ对ＳＶＡ的解毒增效作用及其机制进

行初步研究，为ＳＶＡ的临床使用提供参考，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　选取ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，全为雄性，５周龄，体质

量（２１０．２±９．２）ｇ，由重庆市中药研究院实验动物研究中心提

供，动物合格证号ＳＣＸＫ（渝）２００９０００１。

１．２　仪器与试剂　ＣＭ３０５０Ｓ型冰冻切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公

司）；ＶｉｖａＥ血药浓度分析仪（德国Ｓｉｅｍｅｎｓ公司）。谷丙转氨

酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷胱甘肽过氧化酶（ＧＳＨＰｘ）、

丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒购自江苏南京建成生物工程公司，

批号分别为２０１２０６１６，２０１１１２１８，２０１２０９０８和２０１２１０１５；Ｅｍｉｔ

２０００ＳＶＡ定量检测试剂盒购自德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ公司，批号

２０１２０６１２；匹罗卡品注射液（２ｍｇ／ｍＬ），购自天津金耀氨基酸

有限公司，批号２０１２０３１０；氯化锂（含量大于９８％）购自大连美

罗生物科技有限公司，批号２０１２０６０８；氢溴酸东莨菪碱注射液

（０．３ｍｇ／ｍＬ）购自成都第一制药有限公司，批号２０１００８１６；

ＳＶＡ购自江苏恒瑞医药股份有限公司，批号２０１２０９１５。ＨＬＴ

制备：取黄连、栀子、黄柏和黄芩４种中药饮片均购自太极集团

重庆中药饮片有限公司，按１．５∶１．５∶１．０∶１．０加水煎煮３

次，每次３０ｍｉｎ，过滤，合并滤液，６０℃减压浓缩至１．５ｇ／ｍＬ

（按生药计）。

１．３　方法

１．３．１　动物分组、造模与给药　实验动物造模参照文献［５

６］。造模成功后将癫痫模型大鼠分为５组（狀＝１０）：模型组、

ＳＶＡ组、ＳＶＡ联合 ＨＬＴ低剂量治疗组、ＳＶＡ联合 ＨＬＴ中剂

量治疗组和ＳＶＡ联合 ＨＬＴ高剂量治疗组。另选取１０只健

康大鼠为正常对照组。４个治疗组药物均用１ｍＬ０．９％氯化

钠 溶 液 溶 解 稀 释 后 灌 胃 给 药。其 中，ＳＶＡ 组 按 １００

ｍｇ·ｇ
－１·ｄ－１给予ＳＶＡ，低、中、高３个ＳＶＡ联合 ＨＬＴ给药
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 基金项目：国家科技部重大新药创制专项（２０１０ＺＸ０９４０１３０６１３）。　作者简介：周海云（１９７２－），主治医师，主要从事缺血性脑卒中与癫

痫治疗的研究。



大鼠则分别同时灌胃给予１００ｍｇ·ｇ
－１·ｄ－１剂量ＳＶＡ及２５、

５０和１００ｍｇ·ｇ
－１·ｄ－１ＨＬＴ。对照组和模型组灌胃给予１

ｍＬ０．９％氯化钠溶液，连续给药４周。末次给药后观察１５

ｍｉｎ内大鼠出现癫痫反应次数。

１．３．２　血液及肝脏标本采集、匀浆　大鼠在观测行为学指标

后继续给药４８ｈ后，腹腔注射１０％水合氯醛（３．５ｍＬ／ｋｇ）麻

醉，下腔静脉取血后，处死，摘取肝脏标本，取右叶以０．９％冰

冷氯化钠溶液冲洗后，部分干冰速冻保存。其余部分洗净后匀

浆，匀浆液用２倍量０．９％冰冷氯化钠溶液和丙酮反复洗涤至

上清无血色后，用３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ沉淀，备用。

１．３．３　血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性和ＳＶＡ血药浓度测定　ＡＬＴ、

ＡＳＴ活性测定参照试剂盒使用说明进行，均采用赖氏比色法。

ＳＶＡ血药浓度测定按定量试剂盒说明书进行。

１．３．４　ＧＳＨＰｘ活性和 ＭＤＡ 水平检测　ＧＳＨＰｘ活性和

ＭＤＡ水平均参照试剂盒使用测定。ＧＳＨＰｘ活性测定采用而

巯基比色法，ＭＤＡ测定用硫代巴比妥酸比色法。

１．３．５　肝组织病理学检查　剪取大鼠肝右叶相同部位，冷冻

切片机切片，１０％中性甲醛液固定，石蜡包埋、切片（厚４μｍ），

苏木素伊红（ＨＥ）染色。在每张切片上选取１０个视野进行

观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析。计量

资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析方法，组间比较采用

Ｔｕｃｋｅｙ法。单向有序计数资料采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｈ秩和检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　合用ＳＶＡ和 ＨＬＴ对癫痫大鼠行为学的影响　对照组

大鼠没有出现癫痫行为，模型组大鼠全部出现癫痫行为症状，

按Ｒａｃｉｎｅ分级判定，均为Ⅱ级以上表现，且各组半数（狀＝５）表

现Ⅲ级发作症状。ＳＶＡ治疗后，大部分实验大鼠仍有痫样行

为，但Ｒａｃｉｎｅ分级表现有所降低，Ⅲ级以上表现仅４只大鼠，

没有大鼠发生Ⅴ级表现，但统计学分析差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。同时服用ＳＶＡ和不同剂量ＨＬＴ处理的大鼠，其癫痫表

现行为较模型组和ＳＶＡ 组进一步改善，ＳＶＡ 联合 ＨＬＴ高、中

剂量治疗，均未观察到大鼠Ⅲ级及Ⅲ级以上癫痫发作症状，但与

模型组及ＳＶＡ组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　合用ＳＶＡ和 ＨＬＴ对癫痫大鼠行为学的影响（狀）

组别
Ｒａｃｉｎｅ分级

０ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

对照组 １０ ０ ０ ０ ０ ０

模型组 ０ ０ ３ ５ １ １

ＳＶＡ组 １ ４ ２ ３ １ ０

ＳＶＡ联合低剂量 ＨＬＴ组 １ ５ ３ ０ １ ０

ＳＶＡ联合中剂量 ＨＬＴ组 ３ ５ ２ ０ ０ ０

ＳＶＡ联合高剂量 ＨＬＴ组 １ ８ １ ０ ０ ０

２．２　ＳＶＡ联合ＨＬＴ对癫痫大鼠ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＳＨＰｘ活性和

ＭＤＡ水平的影响　对照组大鼠与模型组大鼠的血清 ＡＬＴ、

ＡＳＴ、ＧＳＨＰｘ活性和 ＭＤＡ 水平差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。在给予ＳＶＡ１００ｍｇ·ｇ
－１·ｄ－１４周后，大鼠血清中

ＡＬＴ、ＡＳＴ活性和肝组织 ＭＤＡ水平显著增加（犘＜０．０１），而

肝 ＧＳＨＰｘ活性明显下降（犘＜０．０５）。同时给予 ＳＶＡ 和

ＨＬＴ，ＡＬＴ、ＡＳＴ较单独给予ＳＶＡ下降，且下降程度ＳＶＡ联

合高剂量 ＨＬＴ组＞ＳＶＡ联合中剂量 ＨＬＴ组＞ＳＶＡ联合低

剂量 ＨＬＴ组。而ＳＶＡ联合高剂量 ＨＬＴ组（１００ｍｇ·ｇ
－１·

ｄ－１）给药较 ＳＶＡ 组，对 ＧＳＨＰｘ活性下降显著减少（犘＜

０．０５）。但ＳＶＡ和不同剂量 ＨＬＴ联合使用，对肝组织 ＭＤＡ

水平没有明显影响。

表２　　合用ＳＶＡ和 ＨＬＴ对癫痫大鼠ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＳＨＰｘ和 ＭＤＡ的影响（狓±狊，狀＝１０）

组别 ＡＬＴ（Ｕ·ｍＬ－１） ＡＳＴ（Ｕ·ｍＬ－１） ＧＳＨＰｘ（Ｕ·ｍｇ－１·ｐｒｏｔ－１） ＭＤＡ（ｍｏｌ·ｇ－１·ｐｒｏｔ－１）

对照组 １７．１５±３．１８ ２５．３３±２．０９ ６４．０５±１４．０６ ６．７５±３．７７

模型组 １７．７４±２．２５ ２４．５４±８．５３ ６１．５９±４．８０ ６．５２±０．９５

ＳＶＡ组 ４５．０８±９．１１ｂ ８５．００±７．５０ｂ ４６．３１±６．４３ａ １０．７５±２．１８ａ

ＳＶＡ联合低剂量 ＨＬＴ组 ３９．８６±４．１９ｂ ９１．３５±１２．５５ｂ ４８．２９±７．３９ａ １１．５７±０．６８ａ

ＳＶＡ联合中剂量 ＨＬＴ组 ３６．２２±１．８４ｂｃ ６７．３６±１０．０９ｂｃ ５４．２０±８．２８ １０．９８±４．３５ａ

ＳＶＡ联合高剂量 ＨＬＴ组 ２５．７２±０．８６ｂｄ ４７．７９±７．１９ａｄ ５２．１５±１０．２０ｃ １０．０６±１．３３ａ

　　ａ：犘＜０．０５、ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较；ｃ：犘＜０．０５、ｄ：犘＜０．０１，与ＳＶＡ组比较。

　　ａ：犘＜０．０１，与ＳＶＡ组比较。

图１　　ＳＶＡ联合 ＨＬＴ对癫痫大鼠ＳＶＡ血药

浓度的影响（狀＝１０）

２．３　ＳＶＡ联合 ＨＬＴ对ＳＶＡ血药浓度的影响　ＳＶＡ血药浓

度测定结果见图１。多次给药后 ＳＶＡ 组大鼠血药浓度在

１７８．５６０～２０９．３６７μｇ·ｍＬ
－１。合用 ＨＬＴ后，癫痫大鼠体内

ＳＶＡ血药浓度下降，其中ＳＶＡ联合中剂量和ＳＶＡ联合高剂

量组ＳＶＡ血药浓度下降明显（犘＜０．０１），两组血药浓度最低

分别仅１３２．５４μｇ·ｍＬ
－１和８５．３９６μｇ·ｍＬ

－１。

２．４　肝组织病理学观察　对照组和模型组肝病理组织学检查

未见异常。ＳＶＡ组５０％以上肝细胞水肿，核固缩，可见点状

坏死和小灶性坏死，并伴有炎症浸润，可见肝中央静脉扩张（图

２Ｃ）。ＳＶＡ联合 ＨＬＴ 治疗后，肝细胞状况明显改善散布。

ＳＶＡ联合中剂量 ＨＬＴ组肝细胞肿胀变性明显少于ＳＶＡ组，

但汇管区仍可观察到少量炎症细胞浸润，偶见嗜酸小体形成，

未发现小灶性坏死点。而ＳＶＡ联合高剂量 ＨＬＴ组（图２Ｆ）肝
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细胞排列整齐，形态大小较一致，未见肝细胞坏死，但仍可见极 少量炎症细胞浸润。

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＳＶＡ组；Ｄ：ＳＶＡ联合低剂量 ＨＬＴ组；Ｃ：ＳＶＡ联合中剂量 ＨＬＴ组；Ｆ：ＳＶＡ联合高剂量 ＨＬＴ组。

图２　　ＳＶＡ联合 ＨＬＴ对癫痫大鼠肝脏组织病理改变的

影响（ＨＥ×４００）

３　讨　　论

ＨＬＴ能改善阿尔茨海默病引起的学习记忆能力下降
［７］、

癫痫性精神病的情绪症状等［８］。目前对用于癫痫的研究报道

较少。本实验采用匹罗卡品氯化锂致癫痫大鼠模型，对ＳＶＡ

单用及合用不同剂量 ＨＬＴ后ＳＶＡ药效及肝毒性进行研究。

结果发现，同时服用ＳＶＡ和 ＨＬＴ使癫痫模型大鼠的ＳＶＡ血

药浓度明显下降，说明 ＨＬＴ能影响ＳＶＡ的体内代谢过程，但

其机制不清楚。目前研究认为ＳＶＡ在体内主要经肝细胞色素

Ｐ４５０酶系代谢，主要是ＣＹＰ２ｓ
［９］。王晋朝等［９］和李丹等［１０］研

究发现 ＨＬＴ 及其组分黄芩苷、小檗碱等能影响 ＣＹＰ２Ａ６、

ＣＹＰ２Ｂ６、ＣＹＰ２Ｃ９的表达和活性
［４］。因此合用 ＨＬＴ致ＳＶＡ

血药浓度下降可能与其影响ＣＹＰ酶有关。

合用 ＨＬＴ导致ＳＶＡ血药浓度下降，但其抗痫作用并未

减弱。有研究发现 ＨＬＴ可促进尼莫地平在大鼠脑组织中分

布增加［１１］，该作用与其促进大鼠脑微血管内皮细胞对尼莫地

平的摄取、改善尼莫地平在血脑屏障上的转运有关［１２］。因此，

ＨＬＴ这种降低ＳＶＡ血药浓度同时未降低其治疗效果的机制

可能与 ＨＬＴ改善ＳＶＡ在血脑屏障上的转运有关。此外，另

有研究发现 ＨＬＴ可改善痴呆小鼠和大鼠的学习记忆能力，改

善脑部缺血状况［７８］，影响炎症通路如 ＮＦκＢ通路等
［１３１４］，因

此，ＨＬＴ同ＳＶＡ的协同作用也可能与 ＨＬＴ自身的药理机制

有关。

合用 ＨＬＴ能不同程度逆转ＳＶＡ治疗癫痫大鼠导致的

ＡＬＴ、ＡＳＴ上升和ＧＳＨＰｘ活性下降，表明合用 ＨＬＴ对ＳＶＡ

导致的肝损伤具有拮抗作用。ＡＬＴ，ＡＳＴ均属非特异性细胞

内功能酶，正常时血清内含量很低；当肝细胞受损，肝细胞膜通

透性增加时，其活性迅速增强。ＧＳＨＰｘ活性下降，也与组织

细胞氧化损伤有关。因此，ＨＬＴ对ＳＶＡ致肝损伤的拮抗作用

可能与其细胞保护作用有关。
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而同时测量的患者血清仅 ＡＳＴ测试不合格，占２．９％。从表

２、３可以看出，系统 Ｙ２的ＣＫ、ＡＭＹ项目与参考方法相比出

现了一个较大的偏倚，对ＣＫ、ＡＭＹ进行基质效应评价表明，５

个ＣＫ质评样本中仅高值表现有基质效应，而５个ＡＭＹ质评

样本中仅低值没有显示基质效应。本研究也发现，淀粉酶浓度

较低时，其与参考方法的偏倚较小，随着浓度增高，其偏倚增

大。ＣＫ不论室间质评还是患者血清检测结果均发生了较大

的正偏倚。值得注意的是，ＬＤＨ 测量方法本实验将反应方向

由“Ｐ→Ｌ”的反应系数按照与罗氏比对结果进行了调整，以参

考方法检测结果为目标，测量室间质评和患者血清均在允许误

差范围内，其中患者血清结果的偏倚小于１／３允许误差，即其

与参考方法相关性满足临床需要，所以当方法不一致时可以通

过调整系数达到与参考方法检测结果一致进而与常规化学检

测结果统一的目的。

综上所述，参考方法具有较高的正确性，较小的不确定度，

将其作为参比方法，应用于室间质评，有利于不同实验室不同

系统不同方法之间结果的一致和可比，能够促进不同实验室之

间结果的互认。
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ｅｎｃｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃａｔａｌｙｔｉｃｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｏｆａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ Ｌａｂ

Ｍｅｄ，２０１１，４９（９）：１４３９１４４６．

［６］ＳｃｈｕｍａｎｎＧ，ＢｏｎｏｒａＲ，ＣｒｉｏｔｔｉＦ，ｅｔａｌ．ＩＦＣＣｐｒｉｍａｒｙｒｅｆ

ｅｒｅｎｃｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｆｏｒｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉ

ｔｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｚｙｍｅｓａｔ３７ ℃．Ｐａｒｔ５．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃａｔａｌｙｔｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍＬａｂ Ｍｅｄ，

２００２，４０（７）：７２５７３３．

［７］ＳｃｈｕｍａｎｎＧ，ＢｏｎｏｒａＲ，ＣｒｉｏｔｔｉＦ，ｅｔａｌ．ＩＦＣＣｐｒｉｍａｒｙｒｅｆ

ｅｒｅｎｃｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｆｏｒｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉ

ｔｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｚｙｍｅｓａｔ３７ ℃．Ｐａｒｔ６．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃａｔａｌｙｔｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆγＧｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍＬａｂＭｅｄ，２００２，

４０（７）：７３４７３８．

［８］ ＳｃｈｕｍａｎｎＧ，ＡｏｋｉＲ，ＦｅｒｒｅｒｏＣＡ，ｅｔａｌ．ＩＦＣＣｐｒｉｍａｒｙ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｆｏｒｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃａｔａｌｙｔｉｃａｃ

ｔｉｖｉｔｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｚｙｍｅｓａｔ３７℃．Ｐａｒｔ８．Ｒｅｆｅｒ

ｅｎｃｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃａｔａｌｙｔｉｃｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｏｆαａｍｙｌａｓｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍＬａｂ Ｍｅｄ，２００６，４４

（９）：１１４６１１５５．

［９］ 阳苹，张莉萍，肖勤，等．实验室内不同检测系统比对周期

及比对方案探讨［Ｊ］．重庆医学，２０１１，４０（３）：２５３２５５．

（收稿日期：２０１３０８１８　修回日期：２０１３１１２７）

（上接第６９１页）

　　 床研究进展［Ｊ］．时珍国医国药，２００７，２４（４）：１６３５１６３７

［９］ 王 晋 朝．黄 芩 苷 对 ＣＹＰ２Ｂ６ 酶 活 性 的 影 响 及 其 与

ＣＹＰ２Ｂ６基因型的相关性［Ｄ］．长沙：中南大学，２００８．

［１０］李丹，韩永龙，余涛，等．黄连解毒汤对人细胞色素Ｐ４５０

酶６个亚型的体外抑制作用研究［Ｊ］．中国临床药理学与

治疗学，２０１２，１７（２）：１３１１３６．

［１１］张冬梅，何振伟，李杨，等．黄连解毒汤对尼莫地平在大鼠

脑内处置动力学的影响 ［Ｊ］．中草药，２００７，３８（１）：１６８１

１６８４．

［１０］白向荣，姜德春，王育琴，等．基因多态性与丙戊酸的药物

代谢［Ｊ］．中国药物依赖性杂志，２００７，１６（４）：２４１２４４．

［１１］李丹，韩永龙，余涛，等．黄连解毒汤对人细胞色素Ｐ４５０

酶６个亚型的体外抑制作用研究 ［Ｊ］．中国临床药理学与

治疗学，２０１２，１７（２）：１３１１３６．

［１２］梅之南，杨亚江，徐辉碧，等．固体脂质纳米粒降低雷公藤

内酯醇肝毒性的实验研究［Ｊ］．中草药，２００３，３４（９）：８１７

８１９．

［１３］董秀，杜慧莲，韩兆峰，等．黄连解毒汤对老年痴呆大鼠

ＳＯＤ活性，ＭＤＡ 含量ＩκＢ和 ＮＦκＢ蛋白表达的影响

［Ｊ］．中华中医药杂志杂志，２０１２，３０（８）：１７３０１７３２．

［１４］付小春，陈建军，王舰平．黄连解毒汤对大鼠心肌缺血再

灌注损伤核因子ＮＦκＢ信号转导通路的影响［Ｊ］．现代中

西医结合杂志，２０１３，２２（１）：１８１９．

（收稿日期：２０１３０８０８　修回日期：２０１３１０２２）
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