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全反式维甲酸对人肺腺癌Ａ５４９体外增殖的影响及其机制探讨
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　　摘　要：目的　观察全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）对人肺腺癌细胞Ａ５４９增殖的影响，并对其机制进行初步的探讨。方法　以肺腺

癌Ａ５４９细胞株为研究对象，用噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测试验组和对照组细胞，计算细胞的生长抑制率；用透射电镜观察细胞细微结

构变化情况；用酶联免疫吸附试验测定细胞上清液中环氧化酶２（ＣＯＸ２）的水平变化。结果　不同试验浓度的 ＡＴＲＡ处理肺腺

癌Ａ５４９细胞，均能对Ａ５４９细胞产生不同程度的抑制作用，且经过７２ｈ后，各试验浓度组均可见ＣＯＸ２在细胞质中的表达明显

下降，并与浓度呈正相关，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；同时，检测（１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ、１×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ）试验组中肿瘤坏死因子相关

凋亡配体（ＴＲＡＩＬ）表达水平，发现经ＡＴＲＡ处理后，Ａ５４９细胞上清液中ＴＲＡＩＬ表达升高。结论　ＡＴＲＡ对肺癌细胞 Ａ５４９具

有显著抑瘤效应，此效应呈浓度与时间依赖性；在肺癌组织中 ＡＴＲＡ可能通过诱导凋亡发挥抑瘤效应，可为肺癌治疗提供理论

依据。

关键词：肺肿瘤；环氧化合酶２；ＴＮＦ相关凋亡诱导配体；全反式维甲酸

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．０７．０１３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）０７０８０５０４

犐狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犃犜犚犃狅狀犻狀狏犻狋狉狅狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犺狌犿犪狀犾狌狀犵犪犱犲狀狅犮犪狉犮犻狀狅犿犪犮犲犾犾犾犻狀犲犃５４９犪狀犱犻狋狊犿犲犮犺犪狀犻狊犿狊

犔犻犪狀犵犢狌犼犻犪
１，犢犪狀犵犡犻犪狅狇犻狅狀犵

１，犔犪狀犛犻狔狅狌
１，犙犻狀犢犪狀２，犇犲狀犵犛犺狌犽犪犻

１△

（１．犉犻狉狊狋犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋犻狅狀，犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犔狌狕犺狅狌犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犔狌狕犺狅狌，犛犻犮犺狌犪狀６４６０００，犆犺犻狀犪；

２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋犻狅狀，犔狅狀犵狇狌犪狀狔犻犇犻狊狋狉犻犮狋犘犲狅狆犾犲＇狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犆犺犲狀犵犱狌，犛犻犮犺狌犪狀６１０１００，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ（ＡＴＲＡ）ｏｎｉｎｖｉｔｒｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇａｄｅｎｏ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９ａｎｄｔｏｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｓｔｕｄｙｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅｈｕｍａｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９ｗａｓ

ｔａｋｅｎａｓｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇ３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ（ＭＴＴ）ａｓｓａｙｆｏｒｃａｌｃｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ；ｔｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｈｅｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２（ＣＯＸ２）ｉｎｔｈｅ

ｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＴＲＡｆｏｒｔｒｅａｔｉｎｇ

Ａ５４９ｃｅｌｌｓｃｏｕｌｄｐｒｏｄｕｃｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｏｓｏｍｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓ，ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ａｆｔｅｒ７２ｈ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＯＸ２ｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍａａｍｏｎｇｔｈｅｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｇｒｏｕｐｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｃｈｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｈｏｗｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（犘＜０．０５）；ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇＴＲＡＩＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎ

ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（１×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ，１×１０－４ｍｏｌ／），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＩＬｉｎｔｈｅＡ５４９ｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔｅａｆｔｅｒＡＴＲＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＡＴＲＡｈａｓｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ；ＡＴＲＡｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｍａｙｐｌａｙｉｔｓａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅ

ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｅｐｏｘｙｃｏｍｐｏｕｎｄｓ２；ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ；ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ

　　全反式维甲酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）是维生素 Ａ

的天然代谢产物，在正常或癌变细胞的增殖、生长、分化过程中

发挥极其重要的作用。有研究证实，ＡＴＲＡ对多种肿瘤包括

肺癌具有抗瘤活性，ＡＴＲＡ治疗白血病的机制是诱导癌变细

胞向成熟细胞方向分化，然而对肺癌等其他恶性肿瘤的抑瘤机

制有待进一步研究［１２］。环氧化酶（ＣＯＸ）是前列腺素生物合成

过程中的重要限速酶，目前已发现２种同工酶：ＣＯＸ１和

ＣＯＸ２。研究表明，ＣＯＸ２在肿瘤组织中高表达
［３］，表达水平

与肿瘤浸润和转移呈正相关［４５］。本研究旨在观察 ＡＴＲＡ对

人肺腺癌Ａ５４９的增殖及其对ＣＯＸ２表达的影响，并对其机制

进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　材料　人肺腺癌Ａ５４９细胞株由泸州医学院中心实验室

惠赠；ＡＴＲＡ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美

国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自成都哈里公司；青霉素、链

霉素购自华北制药有限公司；噻唑蓝（ＭＴＴ）购自碧云天公司；

多聚赖氨酸，ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥公司；兔抗人

ＣＯＸ２单克隆抗体购自北京中杉金桥公司；ＳＰ９０００免疫组织

化学染色ＳＰ试剂盒购自北京中杉金桥公司；胰蛋白酶购自

ＯＸＯＤＩ公司；ＣＯＸ２酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自

美国ＡＤＬ公司；ＤＭＥＭ 培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＭＴＴ试验　按ＡＴＲＡ作用于肺腺癌 Ａ５４９细胞的时

间分为作用２４、４８、７２ｈ３个时间段，每个时间段分１个对照组

（不加药物）和４个试验组，试验组再按 ＡＴＲＡ的药物浓度分

为０．１μｍｏｌ／Ｌ组（第１组），１．０μｍｏｌ／Ｌ组（第２组），１０．０
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μｍｏｌ／Ｌ组（第３组），１００．０μｍｏｌ／Ｌ组（第４组），每组１０个孔。

待各试验浓度的药物作用细胞于各试验时间段后，进行 ＭＴＴ

测定，分别检测各组细胞的吸光度（犃）值，并计算各时间段各

试验浓度药物对细胞的生长抑制率。

１．２．２　光镜观察细胞密度改变及透射电镜观察其超微结构变

化　不同浓度（０．１、１、１０、１０μｍｏｌ／Ｌ）的 ＡＴＲＡ作用肺腺癌

Ａ５４９细胞７２ｈ后，光镜下观察细胞密度变化，进一步用透射

电镜观察细胞细微结构变化情况。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ检测　不同浓度（０．１、１．０、１０．０、１０．０μｍｏｌ／Ｌ）

的ＡＴＲＡ作用肺腺癌Ａ５４９细胞７２ｈ后，用ＥＬＩＳＡ法测定细胞

上清液中ＣＯＸ２水平，比较各试验组与对照组中ＣＯＸ２水平。

１．２．４　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测　检测ＡＴＲＡ 作

用７２ｈ后的不同浓度组（１０．０、１００．０μｍｏｌ／Ｌ）肺腺癌Ａ５４９细胞

质中肿瘤坏死因子相关凋亡配体（ＴＲＡＩＬ）ｍＲＮＡ的水平变化。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分析。计量

资料以狓±狊表示，多组间比较用单因素方差分析，进一步两两

比较采用ＬＳＤ法和ＳＮＫ狇检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＴＲＡ对肺腺癌 Ａ５４９细胞增殖的影响　（１）ＡＴＲＡ作

用于肺腺癌Ａ５４９细胞２４ｈ时各组细胞的犃值比较：第１组、

第２组分别与对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；第３

组、第４组分别与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

且随着ＡＴＲＡ浓度升高对细胞产生抑制作用增强。（２）ＡＴ

ＲＡ作用于肺腺癌Ａ５４９细胞４８ｈ时各组细胞的犃值比较：第

１组与对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；第２、３、４组

分别与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；相邻各试

验组之间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；随着 ＡＴＲＡ作

用时间的延长，低浓度ＡＴＲＡ亦可出现抑制作用。（３）ＡＴＲＡ

作用于肺腺癌 Ａ５４９细胞７２ｈ时各组细胞的犃值比较：各试

验组分别与对照组比较，差异有统计学意义（犉＝１５６６８．８０３，

犘＜０．０１）；相邻各试验组之间比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；随着ＡＴＲＡ作用时间进一步延长，抑制作用的浓度依

赖性更为明显。各时段不同浓度 ＡＴＲＡ对肺腺癌 Ａ５４９抑制

作用，见表１，图１、２。

图１　　不同浓度ＡＴＲＡ作用肺癌Ａ５４９细胞的

抑制作用比较

图２　　ＡＴＲＡ作用肺腺癌Ａ５４９细胞７２ｈ

各组细胞抑制作用比较

　　Ａ：对照组；Ｂ：第１组；Ｃ：第２组；Ｄ：第３组；Ｅ：第４组。

图３　　各组肺腺癌Ａ５４９细胞光镜下细胞密度变化（×４００）
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表１　　各时段不同浓度ＡＴＲＡ对肺腺癌Ａ５４９的抑制作用

组别
作用２４ｈ

犃值 抑制率（％）

作用４８ｈ

犃值 抑制率（％）

作用７２ｈ

犃值 抑制率（％）

对照组 ０．６６９±０．０１５ － ０．６８０±０．０４６ － ０．７６３±０．０２２ －

第１组 ０．６５３±０．０２１ １．７０ ０．６４８±０．０２５ ４．７２ ０．６８１±０．０２１ｂ １０．２３

第２组 ０．６２０±０．０１６ ５．４１ ０．５４１±０．０３６ａ ２０．６７ ０．５４５±０．０２３ｂｃ ２８．１６

第３组 ０．５７５±０．０３０ａ １２．７７ ０．３８９±０．０４３ａｄ ４３．６１ ０．３６１±０．０３５ｂｅ ５２．３０

第４组 ０．５３０±０．０２６ａ １８．８０ ０．２２８±０．０３９ａｆ ６６．２０ ０．２０３±０．０１２ｂｇ ７３．０９

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜０．０１，与第１组同时段比较；ｄ：犘＜０．０５，ｅ：犘＜０．０１，与第２组同时段比较；ｆ：犘＜０．０５，ｇ：犘＜

０．０１，与第３组同时段比较；－：此项无数据。

　　Ａ：对照组；Ｂ：第１组；Ｃ：第２组；Ｄ：第３组；Ｅ：第４组。

图４　　各组肺腺癌Ａ５４９细胞透视电镜下细胞形态改变（×８０００）

图５　　各组肺腺癌Ａ５４９细胞７２ｈ后上清液

ＣＯＸ２水平比较

２．２　ＡＴＲＡ处理后肺腺癌Ａ５４９细胞的形态变化　ＡＴＲＡ作

用于肺腺癌Ａ５４９细胞７２ｈ后，观察光镜下细胞密度及透视电

镜结构改变发现各试验组细胞密度明显减低；进一步在透视电

镜下观察细胞呈现凋亡改变，见图３、４。

２．３　ＥＬＩＳＡ法检测ＡＴＲＡ作用７２ｈ后的肺腺癌 Ａ５４９细胞

质中ＣＯＸ２水平　不同浓度的ＡＴＲＡ作用于肺腺癌Ａ５４９细

胞７２ｈ后，各试验组均可见 Ａ５４９细胞上清液中ＣＯＸ２水平

下降，并随着ＡＴＲＡ组浓度的升高，ＣＯＸ２水平下降更明显。

第１、２、３、４组ＣＯＸ２水平分别为（５２８．７４±３３．９５）ｎｇ／ｍＬ、

（４３３．４３±７８．６７）ｎｇ／ｍＬ、（３１０．１６±３５．６２）ｎｇ／ｍＬ、（２１５．７１±

１５．３６）ｎｇ／ｍＬ，与对照组（６２４．５１±１６．４３）ｎｇ／ｍＬ比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０１），相邻各试验组之间比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０１），见图５。

　　Ａ：ＰＣＲ产物电泳图；Ｂ：电泳分析图；１：对照组；２：第３组；３：第

４组。

图６　　对照组与第３、４组肺腺癌Ａ５４９细胞上清液

ＴＲＡＩＬｍＲＮＡ表达水平比较
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２．４　ＡＴＲＡ作用７２ｈ后的肺腺癌Ａ５４９细胞质中ＴＲＡＩＬ水

平比较　ＲＴＰＣＲ检测对照组、第３组、第４组７２ｈ后的肺腺

癌Ａ５４９细胞质中ＴＲＡＩＬｍＲＮＡ水平，与对照组比较，第３、４

组肺腺癌Ａ５４９细胞质中ＴＲＡＩＬｍＲＮＡ水平明显提高，见图

６。

３　讨　　论

ＡＴＲＡ属于维生素甲类化合物家族，由维甲酸变更末端

极性基团而得到。ＡＴＲＡ不仅能参与正常调节上皮细胞的生

长和分化，还能诱导肿瘤细胞分化和促进凋亡，抑制其增殖，早

期用于血液系统疾病，取得显著效果。近年来，人们利用 ＡＴ

ＲＡ对其他组织来源的肿瘤的抑瘤效应进行研究，发现 ＡＴＲＡ

具有诱导分化与凋亡的作用［６８］。而肺癌组织中，ＡＴＲＡ如何

发挥抑瘤效应，能否与细胞毒性药物［９］发挥协同作用成为亟待

解决的问题。

ＣＯＸ是前列腺素生物合成过程中的重要限速酶。其中，

ＣＯＸ２在大多数组织中呈诱导性表达，在正常组织几乎检测

不到，而在炎症或肿瘤组织表达的细胞因子、生长因子、白细胞

介素刺激下可使ＣＯＸ２诱导性表达，称为诱导型环氧化酶。

研究表明，ＣＯＸ２在肺癌组织中表达明显上调，以肺腺癌最为

显著［１０］，而在小细胞肺癌几乎未见表达，鳞状细胞癌仅有低水

平表达［１１］。不仅如此，研究证实，ＣＯＸ２表达水平可以独立预

测非小细胞肺癌患者预后［１２１３］。进一步研究发现，除了肿瘤

细胞本身外，肿瘤微环境中的基质细胞和附近组织的血管内皮

均能表达ＣＯＸ２。另有研究证实，抑制ＣＯＸ２促进肿瘤细胞

凋亡可能与上调ＴＲＡＩＬ表达有关
［１４１５］。

本研究结果显示，ＡＴＲＡ对Ａ５４９抑制作用具有明显浓度

和时间依赖性；在透射电镜下进一步证实，随着ＡＴＲＡ浓度的

升高，细胞形态异常越明显，包括细胞及细胞核形态不规则，核

膜不清楚，核周隙不规则，染色质聚集成斑块状，细胞质中细胞

器逐渐减少，细胞改变呈现凋亡的特征。相应地，ＣＯＸ２在细

胞质中的表达水平下降，与 ＡＴＲＡ浓度呈正相关。进一步通

过ＲＴＰＣＲ检测发现ＴＲＡＩＬ表达量上调。因此，本研究推测

ＡＴＲＡ发挥促肿瘤细胞凋亡效应可能与下调 ＣＯＸ２，上调

ＴＲＡＩＬ表达水平有关，在肺癌组织中，可能 ＡＴＲＡ通过诱导

凋亡发挥抑瘤效应。
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［１４］ＩｎｏｕｅＴ，ＡｎａｉＳ，ＯｎｉｓｈｉＳ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＣＯＸ２ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔｏｐｉｃａｌｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｅｎｈａｎｃｅｄｒａｄｉａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉ

ｔｙｖｉａｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆＴＲＡＩＬｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅａｄｅｎｏ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＢＭＣＵｒｏｌ，２０１３，（１３）：１．

［１５］ＩｖａｎｏｖＶＮ，ＰａｒｔｒｉｄｇｅＭＡ，ＨｕａｎｇＳＸ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｍｅｔａｓｔａｔｉｃｍｅｌａｎｏｍａ

ｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｓＴＲＡＩＬｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏ

ｃｈｅｍ，２０１１，１１２（２）：４６３４７５．

（收稿日期：２０１３１００２　修回日期：２０１３１２０５）

８０８ 重庆医学２０１４年３月第４３卷第７期




