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去甲肾上腺素通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路上调Ｓｏｘ４表达促进肝癌细胞增殖
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　　［摘要］　目的　探讨去甲肾上腺素对肝癌细胞自我更新能力的影响及其分子机制。方法　实时
荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测去甲肾上腺素对肝癌细胞（Ｈｕｈ７、ＰＬＣ）中ＣＤ１３３表达水平的影响；肿
瘤细胞球形成实验以及克隆形成实验检测去甲肾上腺素和哌唑嗪对肝癌细胞自我更新能力的作用；实

时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测去甲肾上腺素（１０μｍｏｌ／Ｌ）和哌唑嗪（５μｍｏｌ／Ｌ）对肝癌细胞中干
性相关基因表达的影响，并检测相关的信号通路。结果　去甲肾上腺素使 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ肝癌细胞中的
ＣＤ１３３表达升高；去甲肾上腺素处理Ｈｕｈ７和ＰＬＣ肝癌细胞后的成球率较对照组明显上升，哌唑嗪处理
后明显降低（Ｐ＜０．０５）；在克隆形成实验中，去甲肾上腺素处理 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ肝癌细胞的后，克隆形成
率高于哌唑嗪组和对照组（Ｐ＜０．０５）；与对照组和哌唑嗪组相比，去甲肾上腺素组中 Ｓｏｘ４基因表达明
显升高，同时ｐＡｋｔ表达相较于哌唑嗪和对照组相比也明显上调（Ｐ＜０．０５）。结论　去甲肾上腺素激
动肝癌细胞中 α肾上腺素能受体，通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路上调肝癌细胞中 Ｓｏｘ４基因表达，从而
提高肝癌细胞自我更新的能力。

　　［关键词］　 肝癌细胞增殖；去甲肾上腺素；Ｓｏｘ４；自我更新
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　　肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，其死亡率在所有
恶性肿瘤中居第２位［１］。肝癌起病隐匿，经各种治疗

后转移、复发率高［２］，明确肝癌发生、发展的机制迫在

眉睫，为指导临床治疗提供有力的帮助。肿瘤干细胞

理论认为在肿瘤细胞中存在一小群具有干细胞特征的

肿瘤细胞，肿瘤干细胞具有自我更新、分化和耐放化疗

的能力，在肿瘤复发和转移的过程中起着关键作用。

同时，Ｓｏｘ２［３］、Ｓｏｘ４［４］、Ｓｏｘ９［５］、Ｏｃｔ４［６］和 ｃｍｙｃ［７］等基
因在肿瘤干细胞干性的维持过程中起着重要作用。目

前最新的研究认为交感神经在肿瘤的发生、发展中起

着重要作用。先前的报道证实交感神经可以调控肿瘤

的起始和发展［８］，而α肾上腺素能受体在此过程中起
着至关重要的作用，可以调控多种肿瘤进程［９－１１］。去

甲肾上腺素是一种α肾上腺素能受体激动剂，对 β肾
上腺素能受体几乎没有作用。α肾上腺素能受体与肿
瘤细胞增殖密切相关［１２］，然而α肾上腺素能受体影响
肝癌细胞增殖的机制还不明确。因此，本研究旨在研

究去甲肾上腺素激动 α肾上腺素能受体对肝癌细胞
增殖能力的影响及其相关机制，为临床肝细胞癌的治

疗提供有效的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清以及胰蛋白酶，Ｂ２７、
ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ细胞因子等相关试剂购于 Ｇｉｂｃｏ公司。
ＨＧＦ购于 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司。ＲＮＡ提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ、反
转录试剂盒、实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购于 ＴａＫａＲａ
公司。细胞裂解液购于 Ｔｈｅｒｍｏ公司。去甲肾上腺素
和哌唑嗪购于 Ｓｉｇｍａ公司。ＣＤ１３３、Ｓｏｘ４、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、
ＳＴＡＴ３等抗体购于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈ和Ａｂｃａｍ公司。细
胞培养孵育箱、高速离心机、倒置显微镜、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
显影仪等实验室相关仪器分别购于 Ｔｈｅｒｍｏ、Ｏｌｙｍｐｕｓ
和ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及去甲肾上腺素和哌唑嗪处理　　实
验所用的人肝癌细胞株 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ均来源于美国
ＡＴＣＣ细胞库。培养基为含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ。
细胞培养于恒定３７℃，５％ＣＯ２浓度的细胞培养箱。细
胞每２天更换１次培养基，对数生长期传代。去甲肾上
腺素和哌唑嗪处理浓度分别为１０μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／Ｌ，
哌唑嗪在去甲肾上腺素激动α受体１ｈ后加入。
１．２．２　蛋白质提取以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取１×
１０６～５×１０６个细胞提取总蛋白质，ＢＣＡ法检测各组中
蛋白质浓度。在 １０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶充分电泳各

组蛋白质，转膜，封闭 ２ｈ。用小鼠抗人 ＣＤ１３３单抗
（１∶１０００稀释）、兔抗人 Ｓｏｘ４单抗（１∶１０００稀释）、
ｐＡｋｔ兔抗人单抗（１∶１０００稀释）、Ａｋｔ兔抗人单抗
（１∶１０００稀释）、ＳＴＡＴ３（１∶１０００稀释）和兔抗人
ＧＡＰＤＨ（１∶２０００稀释），４℃中孵育过夜。洗涤后用
相应的辣根过氧化酶标记的山羊抗兔、山羊抗小鼠二

抗（１∶５０００稀释）室温孵育２ｈ，然后显影。
１．２．３　细胞总 ＲＮＡ提取、反转录及实时定量荧光
ＰＣＲ检测　　取１×１０６～５×１０６个细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ提
取细胞总 ＲＮＡ，并检测 ＲＮＡ浓度、纯度和完整性，反
转录为ｃＤＮＡ。用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料，实时荧光定
量ＰＣＲ分别检测对照组、去甲肾上腺素、去甲肾上腺
素＋哌唑嗪和哌唑嗪组中Ｓｏｘ２、Ｓｏｘ４、Ｓｏｘ９、Ｏｃｔ４和
ｃｍｙｃ表达水平。１０μＬ反应体系：５μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎ＋
３４μＬ无酶水＋０．８μＬｃＤＮＡ＋０．４μＬ前引物＋０．４μＬ
后引物。ＰＣＲ扩增条件：９５℃解链 ３０ｓ，６０℃退火
１０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ。引物序列：ＣＤ１３３：上游 ５′
ＣＣＡＡＧＡＣＴＣＣＣＡＴＡＡＡＧＣＴＧＧＡ３′，下游 ５′ＣＴＣＡＧＧ
ＴＴＧＣＡＣＡＧＧＧＴＧＡＡ３′；Ｓｏｘ２：上游 ５′ＧＣＡＣＡＡＣＴＣＧ
ＧＡＧＡＴＣＡＧＣＡ３′，下 游 ５′ＴＴＣＡＴＧＴＧＣＧＣＧＴＡＡＣＴ
ＧＴＣ３′；Ｓｏｘ４：上游５′ＧＣＡＣＴＡＧＧＡＣＧＴＣＴＧＣＣＴＴＴ３′，
下游 ５′ＡＣＡＣＧＧＣＡＴＡＴＴＧＣＡＣＡＧＧＡ３′；Ｓｏｘ９：上游
５′ＡＧＧＡＧＡＡＣＣＣＣＡＡＧＡＴＧＣＡＣ３′，下游５′ＧＡＧＧＣＧ
ＴＴＴＴＧＣＴＴＣＧＴＣＡＡ３′；Ｏｃｔ４：上游 ５′ＣＣＴＴＣＧＣＡＡＧＣ
ＣＣＴＣＡＴＴＴＣ３′，下游５′ＣＣＣＣＣＡＣＡＧＡＡＣＴＣＡＴＡＣＧＧ
３′；ｃｍｙｃ：上游 ５′ＣＧＴＣＣＴＣＧＧＡＴＴＣＴＣＴＧＣＴＣ３′，下
游 ５′ＧＣＴＧＣＧＴＡＧＴＴＧＴＧＣＴＧＡＴＧ３′。ＢｉｏＲａｄＣＦＸ
Ｍａｎａｇｅｒ软件对各组基因表达水平进行分析。
１．２．４　肿瘤细胞球形成实验　　将 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ细
胞通过流式细胞仪以２０个／孔接种于低粘附９６孔板，
每组设置６个副孔，每孔加入１００μＬ成球培养基（９８ｍＬ
Ｆ１２培养基，２ｍＬＢ２７，１００μＬＥＧＦ（２０μｇ／ｍＬ），１００μＬ
ｂＦＧＦ（２０μｇ／ｍＬ）和１００μＬＥＧＦ（１０μｇ／ｍＬ），混匀，
４℃保存不超过１个月）。实验设定去甲肾上腺素、去
甲肾上腺素加哌唑嗪为实验组，设定药物浓度分别为

１０、５μｍｏｌ／Ｌ，用等体积ＰＢＳ代替去甲肾上腺素和哌唑
嗪为对照组。细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２浓度的培养箱
中培养，每３天加１次培养基和药物。第１４天在倒置
显微镜下观察Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ细胞成球情况，记录其成
球数量，计算肿瘤细胞成球率（细胞球＞７５μｍ）。
　　细胞成球率＝（细胞成球数／细胞接种数）×１００％
１．２．５　肿瘤细胞克隆形成实验　　将 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ
细胞通过流式细胞仪以２００个／孔接种于２４孔板，每
组设置 ３个副孔，每孔加入 ５００μＬ含 １０％ＦＢＳ的
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ＤＭＥＭ培养基，实验设定去甲肾上腺素、去甲肾上腺
素加哌唑嗪为实验组，设定药物浓度分别为 １０、
５μｍｏｌ／Ｌ，用等体积ＰＢＳ代替去甲肾上腺素和哌唑嗪
为对照组。细胞置于３７℃、５％ＣＯ２浓度细胞培养箱
中培养１４ｄ，每３天换１次培养基。第１４天在倒置显
微镜下观察Ｈｕｈ７和ＰＬＣ细胞克隆形成情况（细胞数
量＞５０个记为１个克隆），记录其克隆数量，计算肿瘤
细胞克隆形成率。

　　克隆形成率＝（细胞成球数／接种细胞数）×１００％
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件。计量数据以 珋ｘ±ｓ表
示，两样本的组间比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　去甲肾上腺素促进肝癌细胞表达ＣＤ１３３
　　ＲＴＰＣＲ检测对照组和去甲肾上腺素处理组中
Ｈｕｈ７和ＰＬＣ肝癌细胞中肝癌干细胞标记物ＣＤ１３３的
表达水平，结果发现去甲肾上腺素处理组中各个肝癌

干细胞标记物水平明显高于对照组（Ｐ＜０．０５，图
１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验进一步验证 ＲＴＰＣＲ的结果，
去甲肾上腺素处理组中 ＣＤ１３３表达水平均高于对照
组（图１Ｂ）。
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１：对照组；２：去甲肾上腺素组
Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

图１　ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测去甲肾上腺素对Ｈｕｈ７和
ＰＬＣ细胞ＣＤ１３３表达水平的影响

２．２　去甲肾上腺素促进肝癌细胞成球
　　各组在低黏附条件下培养１４ｄ，去甲肾上腺素刺
激后Ｈｕｈ７和ＰＬＣ肝癌细胞的成球能力较对照组明显
提高，哌唑嗪阻滞后肝癌细胞成球能力减弱（Ｐ＜
００５，图２）。
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１：对照组；２：去甲肾上腺素组；３：去甲肾上腺素 ＋哌唑嗪
组；４：哌唑嗪组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

Ａ：肿瘤细胞球形成率；Ｂ：肿瘤细胞球形成数
图２　肿瘤细胞球形成实验检测去甲肾上腺素对Ｈｕｈ７和

ＰＬＣ细胞球形成的影响

２．３　去甲肾上腺素提高肝癌细胞克隆形成能力
　　各组细胞培养１４ｄ，去甲肾上腺素刺激后 Ｈｕｈ７
和ＰＬＣ肝癌细胞的克隆能力较对照组明显提高，哌唑
嗪阻滞后克隆形成能力减弱（Ｐ＜０．０５，图３）。表明去
甲肾上腺素激动肝癌细胞的 α肾上腺素能受体可以
增强肝癌细胞的自我更新能力，促进肝癌细胞增殖。
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１：对照组；２：去甲肾上腺素组；３：去甲肾上腺素 ＋哌唑嗪
组；４：哌唑嗪组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图３　细胞克隆实验检测去甲肾上腺素对Ｈｕｈ７和ＰＬＣ

细胞克隆形成的影响

２．４　去甲肾上腺素通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进肝癌
细胞中Ｓｏｘ４的表达

　　通过文献挑选出与肿瘤细胞干性相关的基因
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Ｓｏｘ２、Ｓｏｘ４、Ｓｏｘ９、Ｏｃｔ４和ｃｍｙｃ。在去甲肾上腺素和哌
唑嗪浓度分别为１０μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／Ｌ处理Ｈｕｈ７和
ＰＬＣ细胞，并在 ２４、４８ｈ后分别提取总 ＲＮＡ和总蛋
白，用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ肝癌
细胞中干性相关基因的变化。结果显示，Ｓｏｘ４基因在
去甲肾上腺素激动α受体后明显上调，哌唑嗪阻滞 α
受体后表达减少（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ、Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验验证了 ＰＣＲ的结果（图４Ｃ）。然后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测 ｐＡｋｔ和 ＳＴＡＴ３在各组中的表达水平，发现
去甲肾上腺素能促进 ｐＡｋｔ表达上升，对 Ａｋｔ表达水
平没有影响，而在哌唑嗪组中ｐＡｋｔ表达水平降低（图
４Ｃ）。同时，ＳＴＡＴ３的表达水平在各组中均没有任何
的变化（图４Ｃ）。根据以上结果推断去甲肾上腺素可
能是激动肝癌细胞中 α肾上腺素能受体激活 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路上调 Ｓｏｘ４的表达调控肝癌细胞自我更
新能力，进而促进肝癌细胞增殖。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：Ｈｕｈ７细胞ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：ＰＬＣ细胞ＲＴＰＣＲ检测
结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：去甲肾上腺
素组；３：去甲肾上腺素＋哌唑嗪组；４：哌唑嗪组
图４　ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测去甲肾上腺素影响Ｈｕｈ７

和ＰＬＣ细胞中干性基因表达以及相关的信号通路

３　讨论

　　α肾上腺素能受体与多种肿瘤的发生、发展密切
相关，包括增殖、凋亡、侵袭和转移［１２－１４］。去甲肾上腺

素通过激动肿瘤细胞上的 α肾上腺素能受体影响多
种肿瘤细胞功能［１５］。本研究发现去甲肾上腺素激动

肝癌细胞上的 α肾上腺素能受体后能够促进群体肝
癌细胞中ＣＤ１３３表达升高；进一步研究发现去甲肾上
腺素能增强肝癌细胞的自我更新能力。此外，去甲肾

上腺素刺激肝癌细胞后 ｐＡｋｔ表达水平升高，同时
Ｓｏｘ４表达上调。我们推测去甲肾上腺素促进肝癌细
胞增殖可能是通过激动肝癌细胞膜上 α肾上腺素能
受体，激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路上调Ｓｏｘ４基因的表达。
　　自主神经系统在肿瘤发生、发展中的作用越来越
受到关注，神经递质可以通过α和β肾上腺素能受体
信号通路影响多种肿瘤的发生和发展［８］。近年的相

关报道发现，去甲肾上腺素可能在多种在肿瘤的发生、

发展起重要作用［１５］，但其具体的机制还不明确，在肝

癌中的作用更是研究甚少。本课题组前期研究发现，

去甲肾上腺素可以激活Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞上的α１肾上腺素
能受体通过炎症信号通路促进肝癌的发生［１６］。本研

究发现去甲肾上腺素可以促进肝癌细胞中肝癌干细胞

标记物ＣＤ１３３的上升。ＣＤ１３３是一种细胞表面分子，
ＣＤ１３３＋的肝癌细胞具有干细胞特征，拥有更强的自我
更新能力和成瘤能力［１７］。因此，本研究结果表明去甲

肾上腺素可能促进群体肝癌细胞中肿瘤干细胞增多。

同时，去甲肾上腺素能够促进 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ细胞
ＣＤ１３３的表达，暗示去甲肾上腺素有可能提高肝癌细
胞的自我更新能力。进一步研究发现Ｈｕｈ７和ＰＬＣ肝
癌细胞在经过１０μｍｏｌ／Ｌ的去甲肾上腺素刺激后，肝
癌细胞的成球能力和克隆形成能力较对照组明显上

升，而哌唑嗪阻滞α肾上腺素能受体后肝癌细胞的成
球和克隆形成能力明显下降，并且单独使用哌唑嗪处

理肝癌细胞后其成球能力和克隆形成较对照组没有明

显的变化。说明去甲肾上腺素能够通过激动 α肾上
腺素能受体调控肝癌细胞的自我更新能力，促进肝癌

细胞增殖。

　　为了进一步探讨去甲肾上腺素促进肝癌细胞自我
更新的分子机制，通过查阅文献，发现 Ｓｏｘ２、Ｓｏｘ４、
Ｓｏｘ９、Ｏｃｔ４和ｃｍｙｃ等基因在肿瘤细胞增殖以及干性
的维持过程中承担重要的角色。因此，本研究检测了

去甲肾上腺素对这些基因在肝癌细胞中表达水平的影
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响。去甲肾上腺素刺激 Ｈｕｈ７和 ＰＬＣ肝癌细胞后，
Ｓｏｘ４基因较其他干性相关基因明显升高，哌唑嗪阻滞
后Ｓｏｘ４表达下调。而单独使用哌唑嗪处理肝癌细胞
对各个基因表达水平并没有明显的影响，说明去甲肾

上腺素激动肝癌细胞中 α肾上腺素能受体后能够特
异性的促进 Ｓｏｘ４基因的表达。研究发现，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号通路的激活可以诱导Ｓｏｘ４的表达，促进前列腺癌
的发生［１８］；ＳＴＡＴ３信号通路的激活可以诱导 Ｓｏｘ４的
表达，促进肝癌细胞的自我更新［１９］。为了进一步明确

去甲肾上腺素激活 α肾上腺素能受体后促进肝癌细
胞中Ｓｏｘ４表达的机制，本研究检测了去甲肾上腺素对
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＳＴＡＴ３的影响，发现去甲肾上腺素处理
Ｈｕｈ７和ＰＬＣ后，ｐＡｋｔ相较于Ａｋｔ和ＳＴＡＴ３表达明显
上升，哌唑嗪阻滞后ｐＡｋｔ表达下降，而单独使用哌唑
嗪处理不影响肝癌ｐＡｋｔ的表达水平。我们推测去甲
肾上腺素激动 α肾上腺素能受体可能是通过激活
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进肝癌细胞中 Ｓｏｘ４基因的表
达，从而提高肝癌细胞自我更新的能力，促进肝癌细胞

增殖。

　　Ｓｏｘ４是Ｓｏｘ转录因子家族的成员，在胚胎发育和
细胞分化中起着关键的作用，特别是在肝脏、胰腺、中

枢神经系统的发育中起着至关重要的作用［２０－２１］。同

时Ｓｏｘ４在恶性肿瘤的发生发展中起着重要的作用，如
乳腺癌［２２］、宫颈癌［２３］、皮肤癌［２４］。Ｓｏｘ４与膀胱癌干
细胞的干性以及膀胱癌的临床预后密切相关等［２５］。

　　结合本研究的结果可以推断，去甲肾上腺素进入
肝癌组织后，激动肝癌细胞膜上的 α肾上腺素能受
体，可能通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路上调 Ｓｏｘ４基因
的表达，从而提高肝癌细胞自我更新的能力，促进肝癌

细胞的增殖。
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［２５］ＳｈｅｎＨ，ＢｌｉｊｌｅｖｅｎｓＭ，ＹａｎｇＮ，ｅｔａｌ．Ｓｏｘ４Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＣｏｎｆｅｒｓＢｌａｄｄｅｒＣａｎｃｅｒＳｔｅｍＣｅｌｌＰｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄＰｒｅｄｉｃｔｓｆｏｒ

ＰｏｏｒＰａｔｉｅｎｔＯｕｔｃｏｍｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＳｃｉ，２０１５，１１（１２）：

１３６３－１３７５．ＤＯＩ：１０．７１５０／ｉｊｂｓ．１３２４０．
（收稿：２０１６１１２２；修回：２０１７０２０７）

（编辑　邓强庭）
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