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　　摘　要：目的　观察急性胰腺炎（ＡＰ）患者外周血单核细胞（ＰＢＭＣｓ）Ｔｏｌｌ样受体９（ＴＬＲ９）ｍＲＮＡ的表达情况。方法　收集

５２例发病２４ｈ内的ＡＰ患者，采集第１、３、５天外周乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝静脉血，提取血浆低温冻存，用于成批检测

胰弹性蛋白酶、促炎细胞因子、抗炎细胞因子等。同法采集其治愈后２～３个月的外周ＥＤＴＡＫ２ 抗凝静脉血行上述检测，作为相

应指标的基准水平值。分离外周血单核细胞用于随后成批作逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ＴＬＲ９ｍＲＮＡ的表达变化规

律。同法采集其治愈后３个月的外周ＥＤＴＡＫ２ 抗凝静脉血行上述检测，作为相应指标的基准水平值。最终将成功采得治愈后３

个月血液标本的前３６例患者纳入最终研究。结果　ＡＰ患者的外周血ＰＢＭＣｓＴＬＲ９ｍＲＮＡ相对含量高于其痊愈后３个月的基

线水平（犘＜０．０５）。ＡＰ患者的外周血ＰＢＭＣｓＴＬＲ９ｍＲＮＡ相对含量表达改变与胰弹性蛋白酶、促炎细胞因子水平呈正相关，与

抗炎细胞因子无相关性。结论　ＡＰ患者的外周血ＰＢＭＣｓＴＬＲ９ｍＲＮＡ表达显著升高并与促炎细胞因子表达同步上调，提示

ＡＰ的发生、发展可能通过ＴＬＲ９介导。
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　　急性坏死性胰腺炎（ａｕｔｅｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＮＰ）的

治疗是一个医学难题。无论基础研究还是临床实践都尚未能

取得根本性的突破：（１）ＡＮＰ发病机理的研究尚无重大突破性

发现，现有发病理论不足以解释急性胰腺炎（ＡＰ）的发生、发

展；（２）ＡＮＰ的发病率及病死率逐年上升，现美国每年 ＡＰ患

者约１８５０００例；其中２５％发展成为ＡＮＰ，后者的病死率高达

５０％。中国虽缺乏详尽的统计资料，但局部地区大宗病案报道

也提示ＡＮＰ的病死率呈上升趋势。ＡＰ发病始动环节不清、

对ＡＮＰ发生、发展的分子基础及发病机制认识不足，是ＡＰ治

疗效果难如人意及 ＡＮＰ病死率居高不下的根本原因。Ｔｏｌｌ

样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）是备受关注的一种哺乳动

物细胞表面信号传导跨膜蛋白，在天然免疫识别病原体及介导

炎性反应信号通路中有重要作用。ＴＬＲ９是 ＴＬＲｓ家族成员

中的重要一员，通过识别外源性的非甲基化ＣｐＧ基序从而启

动机体炎反应链。为探寻ＴＬＲ９是否参与了人的 ＡＰ，本研究

检测了ＡＰ患者外周血单核细胞（ＰＢＭＣｓ）的ＴＬＲ９表达情况，

以及其与常见炎症相关细胞因子的相关性，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１０年３月至２０１０年８月本院急诊科

观察室收治的５２例发病２４ｈ内的ＡＰ患者；诊断标准：采用人

民卫生出版社第７版外科学教材。采集５２例患者第１、３、５天

外周乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝静脉血，提取血浆低温

冻存，用于成批检测胰弹性蛋白酶、促炎细胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ

１）、抗炎细胞因子（ＩＬ４）等。同法采集其治愈后３个月的外周

ＥＤＴＡＫ２ 抗凝静脉血行上述检测，作为相应指标的基准水平

值。分离ＰＢＭＣｓ用于随后成批作逆转录聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）检测ＴＬＲ９ｍＲＮＡ的表达变化规律。同法采集其治愈

后３个月的外周ＥＤＴＡＫ２ 抗凝静脉血行上述检测，作为相应

３２６重庆医学２０１５年２月第４４卷第５期
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指标的基准水平值。最终将成功采得治愈后３个月血液标本

的３６例患者纳入研究，其余１６例排除。全部患者皆诊断明

确，同时确认其３个月内未曾接受糖皮质激素、免疫抑制剂或

具有免疫调节作用的药物治疗。患者年龄３１～５４岁，平均

（４７．１±１．９）岁。

１．２　试剂　人淋巴细胞分离液、ＦｉｃｏｌｌＴａｑＤＮＡ聚合酶（北京

鼎国生物技术有限公司），ＤＥＰＣ（Ｓｉｇｍａ公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎ

ｔｒｉｖｏｇｅｎ公司），ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ逆转录酶（ＴＯＹＯＢＯ生物科技

公司）。

１．３　方法

１．３．１　ＴＬＲ９ｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ检测　（１）ＰＢＭＣｓ的分离，

抽取研究对象空腹静脉血１５ｍＬ，Ｆｉｃｏｌｌ法分离ＰＢＭＣｓ。（２）

ＰＢＭＣｓ总ＲＮＡ用Ｔｒｉｚｏｌ按说明提取，用Ｔｒｉｚｏｌ三氯甲烷异

丙醇乙醇 法 提 取 ＰＢＭＣｓ总 ＲＮＡ。（３）逆 转 录 引 物，由

ＴＡＫＡＲＡ（中国大连）设计并合成：ＴＬＲ９Ｆ，５′ＴＣＣＣＴＧＣＡＴ

ＡＧＡ ＧＧＴ ＡＣＴ ＴＣ３′；ＴＬＲ９Ｒ，５′ＴＣＣ ＡＧＣ ＣＡＣ ＴＧＡ

ＡＧＴＴＧＴ ＧＡ３′；ＴａｑＭａｎ探针：５′ＦＡＭＣＴＡ ＧＡＡ ＧＴＣ

ＣＣＣＣＡＡＣＴＴＣＧＡＧＴＣＦＡＭＲＡ３′。取５μｇＰＢＭＣｓ总

ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，再取５μＬｃＤＮＡ进行扩增，扩增出的

产物行１．５％琼脂糖电泳。用 ＧＡＰＤＨ 作为内对照，其引物

为：ＧＡＰＤＨＦ，５′ＴＧＧ ＧＴＧ ＴＧＡ ＡＣＣ ＡＣＧ ＡＧＡＡ３′；

ＧＡＰＤＨＲ，５′ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡ３′；Ｔａｑ

Ｍａｎ探针：５′ＦＡＭＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣＴＡ

ＭＲＡ３′。（４）逆转录反应合成ｃＤＮＡ，取ＲＮＡ１μｇ加入ｏｌｉｇｏ

Ｔ１μＬ，５×Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，ＲＮＡ酶抑制

剂１μＬ，ＤＥＰＣ水加至２０μＬ。反应条件：４２℃２０ｍｉｎ，９９℃５

ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ。（５）ＰＣＲ检测ＴＬＲ９、ＴＬＲ７ｍＲＮＡ表达相对

含量，ＴＬＲ９、ＧＡＰＤＨ的引物序列设计应用在线引物设计软件

Ｐｒｉｍｅｒ３．０，由上海博亚生有限公司合成。扩增体系及反应条

件：取２μＬｃＤＮＡ，５μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２μＬｄＮＴＰｓ，上游、

下游引物各２μＬ、１μＬＴａｑ酶，加灭菌双蒸水至总体积５０μＬ；

９４℃５ｍｉｎ预变性，９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３０个

循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物用１．５％的琼脂糖凝

胶进行电泳，采用凝胶成像分析系统中进行图像分析。以

ＧＡＰＤＨ为内参照半定量，各样本表达强度＝样本灰度值／

ＧＡＰＤＨ灰度值。

１．３．２　血清淀粉酶和脂肪酶的测定　抽取研究对象 ＥＤ

ＴＡＫ２ 抗凝静脉血５ｍＬ。淀粉酶和脂肪酶的测定在昆明医科

大学第 一 附 属 医 院 生 化 中 心 的 自 动 生 化 仪 （Ｏｌｙｍｐｕｓ

ＡＵ５４００，日本）上进行。

１．３．３　细胞因子检测　抽取研究对象ＥＤＴＡＫ２ 抗凝静脉血

５ｍＬ，在常温下离心后收集上层血清保存于－８０℃冰箱，用于

细胞因子的检测。ＴＮＦα、ＩＬ１和 ＩＬ４用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（Ｒ＆Ｄ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）来进行测定。最后用全自动定量绘

图酶标仪（ＢｉｏＲａｄ、Ｍ５５０、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）来判断结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用非配对 Ｓｔｕｄｅｎｔ狋检验和方差分析

（ＡＮＯＶＡ）。ＲＴＰＣＲ的结果则表达为平均值（ΔＣｔ），并采用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 进行检验。以 犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　血清淀粉酶和脂肪酶　血清淀粉酶和脂肪酶结果随 ＡＰ

的发展而呈现较为一致的变化；两酶在第１天组就都已经明显

升高。淀粉酶（犘＜０．０５）与脂肪酶都在第１天（犘＜０．０５）达到

峰值。但随后，淀粉酶呈逐级回落，而脂肪酶则在第３天快速

回落，第５天时脂肪酶甚至降至近基线水平（犘＞０．０５），见

表１。

表１　　血清淀粉酶和脂肪酶检测结果（狓±狊）

组别 狀

淀粉酶（ＩＵ／Ｌ）

数值 犘

脂肪酶（ＩＵ／Ｌ）

数值 犘

对照组 ３６ ７３．１５±１６．１７ － １３１．１２±１６．０５ －

第１天 ３６ ４５７．６３±３７．４３ ＜０．０５ ３７１．９５±１９．５０ ＜０．０５

第３天 ３６ ２１８．１９±３６．６２ ＜０．０５ １２５．３９±１８．７４ ＞０．０５

第５天 ３６ １１７．４５±１８．９３ ＞０．０５ １３１．５４±１２．９０ ＞０．０５

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；－：此项无数据。

２．２　血清细胞因子检测结果　每个组的血清ＴＮＦα、ＩＬ１和

ＩＬ４用ＥＬＩＳＡ进行检测（表２）。３种细胞因子表现为在不同

时段的上调；ＴＮＦα表现为缓慢的上调并在第５天组出现峰

值；ＩＬ１表现为快速上调，其后缓慢上升，峰值出现于第５天

组；ＩＬ４峰值出现于较早的第１天组，其后逐渐下降。

表２　　血清细胞因子检测结果（狓±狊）

组别 狀 ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ４（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ３６ ３１．２４±０．７１ ６９１．４３±３９．０５ ２６．９３±２．５７

第１天 ３６ ３５．４４±０．６８ １１５１．２６±３４．１８ ４１．５３±２．２５

第３天 ３６ ４０．１５±２．０５ １１３５．４７±３９．５５ ３８．１４±１．８６

第５天 ３６ ４４．５１±１．７８ １４７３．６２±６５．５８＃ ３０．２６±１．３６

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．３　ＲＴＰＣＲ结果　自ＲＮＡ逆转录而来的ｃＤＮＡ经凝胶电

泳证实为目的片段大小（１１３ｂｐ）。用 Ｔａｑｍａｎ探针对 ＴＬＲ９

ｍＲＮＡ表达进行定量分析；其结果揭示，在 ＡＰ的前１周内，

ＴＬＲ９在ＰＢＭＣｓ中呈现出明显的表达上调。ＴＬＲ９ｍＲＮＡ在

第１天明显上调至对照组的７．８９（２２．９８）倍（犘＜０．０５）。随后，

第３、５天组呈现缓慢上调表现（犘＜０．０５），于第５天组达峰

值，分别为对照组的８．９４（２３．１６）倍，９．５１（２３．２５）倍。

３　讨　　论

　　ＡＰ是一种常见而严重的疾病，但其发病机制仍未能完全

阐明；其中，重症胰腺炎病死率仍较高。作为一类新的跨膜蛋

白，ＴＬＲ家族的发现给 ＡＰ发病机理探索提供了新的途径。

ＴＬＲ９在其家族中较晚被发现，通常被认为主要表达于Ｂ细

胞、树突细胞等免疫细胞［１４］。但是，最近有报道一些ＴＬＲ家

族成员也可以表达于某些上皮细胞［５］。此外，在一些肿瘤细胞

上也有ＴＬＲ９高表达的报道
［６１１］。这些发现说明 ＴＬＲ９确实

可以在一些免疫细胞甚至非免疫细胞上表达，并进一步提示在

这些细胞上ＴＬＲ９的作用可能并不是识别ＣｐＧ基序。

本研究小组曾经对大鼠胰腺组织是否有ＴＬＲ９表达进行

过检测［１］。免疫组织化学提示ＴＬＲ９主要表达在胰管，特别在

胰管上皮。作者前期的实验也发现，ＴＬＲ４在胰管上皮也有表

达；这是否提示ＴＬＲ９和ＴＬＲ４存在着一致或协同的作用。胰

管黏膜屏障（ＰＤＭＢ）
［１２］是一种被广泛认同的胰管自身的保护

机制；通常认为它的保护作用既包括机械性隔离因素，也包括

化学性机制。作为先天性免疫系统的一种重要受体，ＴＬＲ９在

胰管的表达揭示了一种可能，ＴＬＲ９激活和其后细胞因子释放

也许参与了ＰＤＭＢ的抗炎作用调节。据此，ＴＬＲ９也可能为一

个潜在的免疫调节点。免疫组织化学也揭示ＴＬＲ９着色于胰

腺的血管内皮系统。微循环损害是ＡＰ的早期病理改变之一；

作者前期的实验也提示ＴＬＲ４可能参与这一损害
［１３］。ＴＬＲ９
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的免疫组织化学检测结合其实时ＲＴＰＣＲ结果揭示，ＴＬＲ９可

能涉及胰腺炎早期的血管微循环损害。

上述实验证实，大鼠胰腺是存在ＴＬＲ９表达的。作者随后

的研究亦证实，ＴＬＲ９与大鼠实验性胰腺炎的发生、发展存在

相关性。所以，本实验的目的在于希望将在动物实验的结论在

人体中得到某种程度的验证。但由于伦理学的原因和客观上

很难以直接获取胰腺炎时的人体胰腺组织，所以只能从较容易

获取的其他组织的检测来间接证实或推测 ＴＬＲ９在人类 ＡＰ

时的作用和参与度。而ＴＬＲ９在人体ＰＢＭＣｓ的表达已经得

到证实，鉴于此，本研究决定提取并检测 ＡＰ患者外周血的单

核细胞。

作者用外周静脉血行淀粉酶、脂肪酶检查作为判断ＡＰ的

指标，这些指标提示典型ＡＰ改变。

３．１　早期 ＡＰ患者ＰＢＭＣｓＴＬＲ９表达变化规律　为了探究

ＴＬＲ９与胰腺炎的关联性，实时ＲＴＰＣＲ被用于对ＴＬＲ９ｍＲ

ＮＡ表达进行定量分析。实时 ＲＴＰＣＲ结果证实 ＴＬＲ９ｍＲ

ＮＡ在人外周血单核细胞为低水平表达，但在 ＡＰ早期，ＴＬＲ９

ｍＲＮＡ表达即已经上调明显。ＴＬＲ９ｍＲＮＡ上调迅速，在第１

天时已经上升７．８９（２２．９８）倍（犘＜０．０５），其后逐渐上调并在第

５天时达到峰值，约为对照组的９．５１（２３．２５）倍（犘＜０．０５）。这

充分说明ＴＬＲ９对于人类 ＡＰ反应迅速，ＴＬＲ９参与了 ＡＰ的

发展。随后１周时间内，ＴＬＲ９表达并未出现明显得下调，而

是维持在一个高水平上的缓慢上调。Ｌｉｎｄａｕ等
［１４］提出，ＣｐＧ

基序并不能特异性地诱导ＴＬＲ９表达上调。结合本实验结果，

可以间接地推测，人类ＡＰ能够诱导ＴＬＲ９快速而强烈的表达

上调。

３．２　早期ＡＰ患者外周血促炎细胞因子及抑炎细胞因子与

ＴＬＲ９的关系　ＴＬＲ９的上调和血清中一些细胞因子的增加是

密切相关的。以往的研究已经证实ＴＬＲ９的激活可以诱导促

炎症细胞因子，如ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＩＬ１２和 ＴＮＦα等的大量

释放［１５］。作者对其中的两种，ＩＬ１和 ＴＮＦα进行了检测；它

们在ＴＬＲ９上调后的某一特定时段都表现为上调。这一结果

间接支持作者关于 ＴＬＲ９参与了 ＡＰ的推测。而且炎症时

ＴＬＲ９通路的具体作用靶点或最终的调节产物尚无定论，有理

由相信上述促炎细胞因子是其可能的下游产物。同时，为进一

步明确ＴＬＲ９为促炎症性因素，作者还对抑制炎症的细胞因子

ＩＬ４进行了检测。结果表明，ＴＬＲ９ｍＲＮＡ表达在ＡＰ早期呈

逐渐上调的表现的同时，作为具有抑制炎症作用的细胞因子

ＩＬ４的表达水平却在短暂上调之后维持于接近基线的水平，

这说明ＴＬＲ９在人类ＡＰ的发生、发展中可能确实是一种单纯

的促炎性细胞介质。

３．３　ＡＰ病情轻重及预后与ＴＬＲ９的相关性　通过分析本组

ＡＰ患者的淀粉酶及脂肪酶走向与ＴＬＲ９ｍＲＮＡ表达水平，可

以看出：在血清淀粉酶及脂肪酶浓度逐渐减低的时候 ＴＬＲ９

ｍＲＮＡ的表达水平是在继续上调的。结合前述的判断，ＴＬＲ９

在人类ＡＰ的发生、发展中是一种促炎性细胞介质，本研究可

以推测，ＴＬＲ９的表达水平与人类 ＡＰ的病情严重程度和预后

之间可能并没有一种必然的联系。
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ｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１３，５

（５）：１６５９１６６３．

［９］ｖａｎＧｅｅｎｅｎＥＪ，ｖａｎｄｅｒＰｅｅｔＤＬ，ＢｈａｇｉｒａｔｈＰ，ｅｔａｌ．Ｅｔｉｏｌ

ｏｇｙａｎｄｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆａｃｕｔｅｂｉｌｉａｒｙｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ

ＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２０１０，７（９）：４９５５０２．

［１０］ＮｉｊｍｅｉｊｅｒＲＭ，ＳｃｈａａｐＦＧ，ＳｍｉｔｓＡＪ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｇｌｏｂ

ａｌｆｘｒｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓａｎｄ

ｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＦＸＲｌｏｃｕｓｉｎｈｕｍａｎａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅ

ａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９（１２）：ｅ１１４３９３．

［１１］ＤｅｎｇＹＹ，ＷａｎｇＲ，ＷｕＨ，ｅｔａｌ．Ｅｔｉｏｌｏｇｙ，ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ

ａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆａｃｕｔｅｒｅｃｕｒｒｅｎｔｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＤｉｇ

Ｄｉｓ，２０１４，１５（１０）：５７０５７７．

［１２］ＭｅｒｒｅｌｌＡ，ＩｌｖｅｓａｒｏＪＭ，ＬｅｈｔｏｎｅｎＮ，ｅｔａｌ．Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ９ａｇｏｎｉｓｔｓｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｍａ

ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００６，

４（７）：４３７４４７．

［１３］ＸｕｅＪ，ＨａｂｔｅｚｉｏｎＡ．Ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅｂａｓｅｄｔｈｅｒａｐｙａ

ｍｅｌｉｏｒａｔｅｓａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｖｉａＴＬＲ４ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊ

ＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１４，１２４（１）：４３７４４７．

［１４］ＬｉｎｄａｕＤ．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｔｕｍｏｕｒｎｅｔｗｏｒｋ：ｍｙｅ

ｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓａｎｄｎａｔｕ

ｒａｌｋｉｌｌｅｒＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，１３８（２）：１０５１１５．

［１５］ＯｈｔｏＵ，ＹａｍａｋａｗａＮ，ＡｋａｓｈｉＴａｋａｍｕｒａＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃ

ｔｕｒａｌａｎａｌｙｓｅｓｏｆｈｕｍａｎＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４ｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍｓＤ２９９ＧａｎｄＴ３９９Ｉ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１２，２８７

（４８）：４０６１１４０６１７．

（收稿日期：２０１４１００８　修回日期：２０１４１２１０）
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