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要!研究组蛋白去乙酰化抑制剂
5QRQ

"

;)J1*(

=

-,+3-3H10

=

H*(Y,Z36,63H

$联合
/]&&78UQMO

对人肝癌细胞

株的体外杀伤效果!实验采用
A88

法检测
5QRQ

&

/]&&78UQMO

以及二者联合对肝癌细胞株
R)07C

&

S1-7CE$E

&

R1

T

#S

以及人正常肝细胞株
g5V7CC$%

增殖的抑制作用#利用
R(160;<###E!

染色对联合处理的细胞进行凋亡形态

学观察#通过结晶紫实验进一步检测联合用药对肿瘤细胞的杀伤情况#通过
[1;<1*+J-(<

实验在蛋白水平上检测一

些凋亡相关蛋白表达情况的变化%实验结果表明(

5QRQ

联合
/]&&78UQMO

处理
#H

后对肝癌细胞株
R)07C

的增

殖抑制率达到
&$P

!对
R1

T

#S

&

S1-7CE$E

也达到近
E$P

的杀伤效率!并且联合治疗后对人正常细胞株
g5V7CC$%

未

见明显的毒副作用%同时结晶紫实验也证明联合治疗对肿瘤细胞的杀伤力强于用
5QRQ

或
/]&&78UQMO

单独使

用%

[1;<1*+J-(<

实验证明了药物和病毒的联合作用使促凋亡蛋白
S6-7!

!

S6-7YO

的表达量明显减少!

6,;

T

,;17F

和

6,;

T

,;17"

蛋白也有相应剪切现象的发生%流式细胞仪同样检测出
5QRQ

和
/]&&78UQMO

联合作用对肝癌细胞有

很好的杀伤作用%

关键词!肿瘤'基因治疗#

5QRQ

#

/]&&78UQMO

#肝癌细胞株#凋亡

中图分类号!

gCF"

!!!

文献标识码!

Q

(

!

引
!

言

肝癌"

01

T

,<(61--)-,*6,*63+(Z,

$

RLL

#是全球

最常见的恶性肿瘤之一$是我国位居第二的癌症

/杀手0$仅次于胃癌$常见于中年男性%原发性肝癌

"

T

*3Z,*

=

01

T

,<366,*63+(Z,

$

eRL

#是我国常见的

恶性肿瘤之一$全世界每年死于肝癌的患者约
!D

万

人$其中我国占
E!?&P

'

%

(

%

近几年$肿瘤的基因治疗开始在临床方案中使

用$但迄今为止在临床上仍无重大突破%为此$刘新

垣院士于
!$$%

年首次提出靶向基因
B

病毒治疗

"

<,*

4

1<3+

44

1+17:3*(<01*,

T=

#策略'

!

(

$即以溶瘤病毒

作为基因的表达载体"所谓溶瘤病毒即病毒只特异

性地在肿瘤中复制而在正常细胞中不复制#$将溶瘤

病毒治疗与基因治疗的优势相结合%其疗效好$是

今后基因治疗与病毒治疗的新趋势%

组蛋白去乙酰化酶抑制剂
5QRQ

"

;)J1*(

=

-,+37

-3H10

=

H*(Y,Z36,63H

#通过抑制
R]QL

的活性$诱

导靶细胞中组蛋白高度乙酰化$由于乙酰化修饰可

以改变组蛋白与
]@Q

链间的结合状态$使染色质

结构变得疏松$有利于转录因子与
]@Q

链间的结

合$启动某些特异性基因的表达$从而达到阻断肿瘤

细胞的生长%

8UQMO

能通过线粒体途径和细胞表

面受体途径触发多种诱导凋亡肿瘤细胞发生凋亡反

应$而对正常细胞无明显毒性%

8UQMO

和
5QRQ

虽诱导不同的凋亡信号通路$但两条通路之间却存

在很大部分的交叉$所以说二者是相辅相成$发挥更

强的凋亡效果%

5QRQ

的长期使用易产生耐药性$且浓度过高

时具有较大的毒副作用)并不是所有的肿瘤细胞都



对
8UQMO

敏感$研究证实由于肝癌中含有较高抑

制凋亡的蛋白$故
8UQMO

较难启动肝癌细胞的凋

亡%

/]&&

系统能够满足肿瘤基因病毒治疗的两个

要求!具有靶向性和可插入外源基因的特点$并且携

带外源基因的增殖性溶瘤腺病毒理论上具有很高的

抗肿瘤效应和比较低的毒副作用%本实验利用化学

药物
B

基因
B

病毒策略$首次将
/]&&78UQMO

与组

蛋白去乙酰化酶抑制剂
5QRQ

联合治疗肿瘤%实

验中利用药物剂量的减少和两者的协同作用$降低

其副作用和增强其抗肿瘤效果$并为今后肝癌的治

疗提供借鉴%

!

!

材料和方法

%?%

!

材料

组蛋白去乙酰化抑制剂
5QRQ

购自
5,+<,

L*)GS3(<160+(-(

4=

公司$四甲基偶氮唑蓝"

A88

#

购自美国
53

4

Z,

公司$二甲基亚砜"

]A5a

#购自无

锡展望化工试剂有限公司$胎牛血清&

]ANA

购自

VMSLa

公司$

R(160;<###E!

凋亡试剂购自
53

4

Z,

公

司$结晶紫购自美国
QZ1*1;6(

公司$

/]&&78UQMO

病毒为本实验室所有$人肝癌细胞株
R1

T

#S

&

S1-7

CE$E

&

R)07C

和人正常肝细胞
g5V7CC$%

均购自中

国科学院上海细胞库%细胞裂解液购自碧云天公

司$蛋白酶抑制剂
T

*(<13+6(6K<,3-

购自
53

4

Z,

公

司%

S6-7!

$

S6-7YO

$

L,;

T

,;17F

$

L,;

T

,;17"

抗体购自

L1--53

4

+,-3+

4

8160+(-(

4=

公司$

6

7,6<3+

购自碧云

天公司%

以
]A5a

在无菌条件下溶解组蛋白去乙酰化

酶抑制剂
5QRQ

$配制成用
%$ZZ(-

*

O

母液$分装$

BF$f

保存%

%?!

!

A88

法检测细胞存活率

将处于对数生长期的
g5V7CC$%

&

S1-7CE$E

&

R1

T

#S

&

R)07C

细胞用含
%$P

胎牛血清的
]ANA

按
%$

E

*孔接种到
"D

孔板中$设
5QRQ

组&

/]&&7

8UQMO

组和
5QRQ

联合
/]&&78UQMO

组%其中

5QRQ

的终浓度为
$?&

'

Z(-

*

O

$

/]&&78UQMO

为

%$AaM

$每个组设六个复孔$另设细胞对照&空白对

照%培养
!E0

后$用
&PcS5

的
]ANA

将
5QRQ

和
/]&&78UQMO

稀释到工作浓度后加入到
"D

孔板

中$细胞对照孔和空白孔每孔加入等量的
&PcS5

的

]ANA

%培养
#H

后每孔加入
!$

'

O

的
A88

"

&Z

4

*

ZO

#$

#Cf

孵育
E0

$吸去上清$每孔加入
%&$

'

O]A5a

$在摇床上振荡
!$Z3+

后用酶标仪检测

?

&C$

值%实验重复
#

次%按下式计算细胞的存活率!

细胞存活率
_

!!

处理组吸光值
B

空白对照组吸光值
对照组吸光值

B

空白对照组吸光值\%$$P

"

%

#

%?#

!

结晶紫分析细胞毒性

在
!E

孔板中分别接种
g5V7CC$%

&

S1-7CE$E

&

R1

T

#S

&

R)07C

这
E

种细胞$接种量为每孔
%\%$

&

$

每孔加入
$?&ZO

的培养基%

!E0

后对细胞进行以

下处理$

5QRQ

组加入
$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

$

/]&&7

8UQMO

组加入
%$AaM/]&&78UQMO

病毒$

5QRQ

联合
/]&&78UQMO

组中加入
%$AaM/]&&78UQMO

和
$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

$于
#Cf

$

&PLa

!

培养箱中

继续培养
#H

后吸掉细胞培养液$每孔加入
!&$

'

O

结晶紫染色液"

!P

结晶紫溶于
!$P

甲醇#$室温染色

%&Z3+

$在纯水中充分洗涤掉多余染液后拍照记录%

%?E

!

R(160;<###E!

染色实验

在
"D

孔板中分别接种
g5V7CC$%

&

S1-7CE$E

&

R1

T

#S

&

R)07C

这
E

种细胞$接种量为每孔
%\%$

E

$

每孔培养基体积
%$$

'

O

$

#Cf

$

&PLa

!

温箱中培养

!E0

后$分别在
5QRQ

组中加入
$?&

'

Z(-

*

O

5QRQ

$

/]&&78UQMO

组 加 入
%$ AaM /]&&7

8UQMO

病毒$

5QRQ

联合
/]&&78UQMO

组中加入

%$AaM/]&&78UQMO

和
$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

$给药

!H

后$将
R(160;<###E!

加入培养基中"终浓度
%

'

4

*

ZO

#$放在
#Cf

$

&PLa

!

温箱中孵育
!$Z3+

$然

后立刻置荧光显微镜下观察并拍照%

%?&

!

[1;<1*+J-(<

实验

在六孔板中分别接种
S1-7CE$E

$

R1

T

#S

$

R)0C

这
#

种细胞$接种量为每孔
#\%$

&

$每孔培养基体

积为
!ZO

$培养
!E0

后$其中一孔加入
%$AaM

的

/]&&78UQMO

$一孔加入
$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

$还有

一孔加入
%$AaM

的
/]&&78UQMO

和
$?&

'

Z(-

*

O

5QRQ

$

#Cf

$

&PLa

!

温箱中培养
EF0

后$吸去细

胞培养液$加入细胞裂解液"碧云天公司#和蛋白酶

抑制剂
T

*(<13+6(6K<,3-

"

53

4

Z,

公司#$冰浴
%&Z3+

后$刮下细胞$连同细胞裂解液移至
Ne

管中%

%!$$$*

*

Z3+

离心
&Z3+

$取上清定量后加入
-(,H7

3+

4

J)..1*

于
%$$f

水浴煮沸
&Z3+

$然后每孔上样

E$

'

4

蛋白到
%&P

的
5]57eQVN

$胶跑完后转膜%

膜用
&P

的脱脂奶粉室温封闭
%0

后$加入
%X%$$$

稀释
S6-7!

$

S6-7YO

$

L,;

T

,;17F

$

L,;

T

,;17"

抗体及
6

7

,6<3+

抗体$

Ef

摇床孵育过夜%

8S58

洗
#

遍$每次

%&Z3+

$然后加入荧光二抗$

#Cf

摇床孵育
%0

%

8S58

洗
#

次$每次
%&Z3+

后在红外激光成像系统

"%E

第
#

期 仇
!

庆等!组蛋白去乙酰化酶抑制剂
5QRQ

联合
/]&&78UQMO

溶瘤腺病毒对肝癌细胞杀伤作用的研究



进行蛋白分析%

%?D

!

流式细胞仪检测细胞凋亡实验

在六孔板中分别接种
S1-7CE$E

$

R1

T

#S

这
!

种

细胞$接种量为每孔
#\%$

&

$每孔培养基体积为

!ZO

$培养
!E0

后$其中一孔加入
%$AaM

的
/]&&7

8UQMO

$一孔加入
$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

$还有一孔加

入
%$AaM

的
/]&&78UQMO

和
$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

$

#Cf

$

&PLa

!

温箱中培养培养
EF0

后$吸去细胞培

养液$加入
$?&ZO

胰蛋白酶消化液消化
&Z3+

$接

着用
!ZO%$P]ANA

培养基中和胰酶$并将细胞

吹起$

%$$$*

*

Z3+

离心
#Z3+

$上清弃掉后用
eS5

重悬细胞两次$最后用
S]

公司的试剂盒对细胞进

行
Q++1Y3+>

和
eM

染色$上流式细胞仪检测其

凋亡%

%?C

!

统计学处理

统计学软件采用
NY61-!$$C

和
53

4

Z,

T

-(<

$所

有定量实验均重复
#

次$各组数据以/均值
k

标准

差0表示%

'

!

结
!

果

!?%

!

A88

法检测
5QRQ

联合
/]&&78UQMO

处理

后肿瘤细胞的存活率

!!

如图
%

所示$处理
#H

后$联合用药组对肿瘤细

胞
S1-7CE$E

的杀伤效果达到
&FP

$对
R)07C

达到

&&P

$对
R1

T

#S

达到
&!P

$而
5QRQ

或
/]&&7

8UQMO

单独处理时对
#

株肝肿瘤细胞的杀伤效果

只有
!$P

左右%综上所述$

/]&&78UQMO

联合组蛋

白去乙酰化酶抑制剂
5QRQ

后其对肿瘤细胞的杀

伤明显增强$增加了约
#$P

%同时$实验没有发现

联合用药增加对正常肝细胞
g5V7CC$%

的毒副作用$

可见联合作用实现了安全性与有效性很好的统一%

图
%

!

A88

分析细胞存活率

!!

注!

"

P

+

$-$&

$

""

P

+

$?$%

!?!

!

结晶紫实验评价联合用药对肿瘤细胞和正常

细胞的毒性

!!

为了观察比较
/]&&78UQMO

单独使用和联合

5QRQ

时对细胞的杀伤效果$用不同的
AaM

处理
#

种肿瘤细胞$药物与病毒单独或联合处理细胞
#H

后$结晶紫染色后进行分析%实验结果发现$用

%$AaM

病毒联合药物后对肿瘤细胞
R)07C

&

S1-7

CE$E

&

R1

T

#S

的杀伤效果相当于单用
/]&&78UQMO

&$AaM

的杀伤效果$证明联合处理对肿瘤细胞的杀

伤效果明显强于单独处理%同时$实验结果也显示

联合处理并没有增加对正常细胞
g5V7CC$%

的

毒性%

!?#

!

R(160;<###E!

染色检测各处理组的细胞凋亡

现象

!!

R(160;<###E!

染色后$荧光显微镜下观察各种

处理组细胞形态学变化和凋亡情况%结果发现$用

eS5

处理的对照组细胞基本上没有细胞凋亡)单独

用
5QRQ

的处理组由于药物浓度较低$虽然可以发

现细胞因分裂受阻而体积变大$但只偶有细胞凋亡)

单独用
/]&&78UQMO

处理组中凋亡细胞也较少)而

/]&&78UQMO

联合
5QRQ

处理组中细胞凋亡最明

显$包括染色体固缩$片段化$出现大量凋亡小体%

正常肝细胞
g5V7CC$%

却没有凋亡情况出现"图
!

$

放大倍数
\%$$

#%

图
!

!

R(160;<###E!

检测
5QRQ

联合
/]&&7

8UQMO

处理四种细胞后形态学变化

!?E

!

[1;<1*+J-(<

检测凋亡相关蛋白的表达

有文献报道$线粒体依赖的"

&

型#信号途径在

8UQMO

以及它联合药物作用诱导肿瘤细胞的凋亡

中起重要的作用'

#7&

(

)本实验选择
&

型细胞凋亡信号

通路中四种具有代表性的分子!抗凋亡蛋白
S6-7!

和
S6-7YO

$发生在凋亡过程中的
L,;

T

,;17F

和

L,;

T

,;17"

%收集
#

个处理组和
%

个对照组的蛋白

进行
5]57eQVN

电泳$如图
#

"

,

#$抗凋亡蛋白
S6-7

!

$

S6-7YO

在联合处理组出现明显减少)图
#

"

J

#

L,;

T

,;17F

$

L,;

T

,;17"

在联合处理组发生明显剪切$

$!E
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两图都说明联合处理组凋亡现象很明显%

图
#

!

[1;<1*+J-(<

分析细胞凋亡相关蛋白

!!

注!泳道
%

!对照组)泳道
!

!

$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

处理组)泳道

#

!

%$AaM/]&&78UQMO

处理组)泳道
E

!

$?&

'

Z(-

*

O5QRQ

&

%$

AaM/]&&78UQMO

联合处理组

!?&

!

流式细胞仪检测细胞凋亡

用
5QRQ

$

/]&&78UQMO

单独处理和二者联合

处理细胞
S1-7CE$E

与
R1

T

#S

$观察不用方式处理
EF

0

后$

S1-7CE$E

和
R1

T

#S

的凋亡情况分别如图
E

%

图
E

"

,

#显示$

5QRQ

处理组
S1-7CE$E

凋亡早期的细

胞比率为
!?&"P

$凋亡中晚期比率为
%?"EP

$

/]&&7

8UQMO

处理组
S1-7CE$E

凋亡早期的细胞比率为

#̀C&P

$凋亡中晚期比率为
C?!%P

$二者联合处理

组
S1-7CE$E

凋亡早期的细胞比率为
%#?&P

$凋亡中

晚期比率为
!%?FP

%图
E

"

J

#显示$

5QRQ

处理组

R1

T

#S

凋亡早期细胞比率为
%?&"P

$凋亡中晚期比

率为
!?EEP

$

/]&&78UQMO

处理组
R1

T

#S

凋亡早

期的细胞比率为
D?!CP

$凋亡中晚期比率为

&̀"%P

$二者联合处理组
R1

T

#S

凋亡早期的细胞比

率为
%E?FP

$凋亡中晚期比率为
"?!EP

%

图
E

!

流式细胞仪检测细胞凋亡

$

!

讨
!

论

肿瘤是多种基因突变累积所致$因此单基因治

疗效果较差%

/]&&

系统能够满足肿瘤基因病毒治

疗的两个要求!具有靶向性和可插入外源基因的位

点$为进一步开展肿瘤的基因病毒治疗提供了又一

个理想的平台%由于单独应用
8UQMO

作用有限$

研究发现$化疗药物与
8UQMO

联合应用可提高肿

瘤细胞对
8UQMO

的敏感性$是一种有极大发展前

景的抗肿瘤候选方案%将组蛋白去乙酰化酶抑制剂

5QRQ

与
8UQMO

联合作用于人肝癌细胞株$研究

其协同作用具有积极意义%

目前$

R]QL3

"组蛋白去乙酰化抑制剂#化合物

库中的化合物已经达到
F$$

多种$新的
R]QL3

也

在不断合成$与早期开发的
R]QL3

相比$这些新的

化合物毒副作用更低'

D

(

%作为一类新的化疗药物$

R]QL3

抑制多种肿瘤细胞的增殖$促进细胞分化并

诱导细胞凋亡'

C

(

%在动物实验中
R]QL3

也表现出

%!E

第
#

期 仇
!

庆等!组蛋白去乙酰化酶抑制剂
5QRQ

联合
/]&&78UQMO

溶瘤腺病毒对肝癌细胞杀伤作用的研究



明显的抗肿瘤活性$显著抑制动物体内肿瘤的生

长'

F

(

%

R]QL3

通过下调血管生成相关基因的表达

也能抑制内皮细胞再生和血管生成'

"7%$

(

%

5QRQ

的

(

期和
&

期临床实验已经提供了可靠的结果'

%%7%!

(

%

5QRQ

是继
RASQ

之后的第二代氧肟酸类组蛋白

去乙酰化酶抑制药%它与
RASQ

相比活性更高$

微摩尔"

'

Z(-

*

O

#浓度即对肿瘤细胞有很强的杀伤

效果'

%#

(

%

本实验发现联合
5QRQ

后
/]&&78UQMO

对肝

癌细胞株
R)07C

&

S1-7CE$E

&

R1

T

#S

的杀伤作用明显

增强$

A88

的结果表明联合用药后
#

种肝癌细胞

的存活率都大大降低$其中
R1

T

#S

$

S1-7CE$E

用药

处理
#H

后细胞的存活率都只有
E$P

$并且联合用

药后对正常肝细胞
g5V7CC$%

未见叠加的毒副作

用%结晶紫毒性分析实验也显示
5QRQ

和
/]&&7

8UQMO

联合处理的癌细胞其凋亡程度要比
5QRQ

或
/]&&78UQMO

单独处理时严重%凋亡细胞染色

实验进一步证明联合用药对肝癌细胞株的杀伤力要

强于
5QRQ

或
/]&&78UQMO

单独处理$可见到明

显的染色体固缩和细胞核凝集$而且对正常细胞没

有发现毒副作用$显示了联合用药的安全性%

[1;<1*+J-(<

实验证明了药物和病毒的联合作用使

促凋亡蛋白
S6-7!

$

S6-7YO

的表达量明显减少$

L,;

T

,;17F

和
L,;

T

,;17"

蛋白也有相应剪切现象的

发生%

综上所述$

5QRQ

联合
/]&&78UQMO

的使用

改变了
/]&&78UQMO

单独使用时效果不佳的缺点$

同时又避免了使用常规化疗药物给癌症患者带来的

痛苦与折磨$并且二者联合存在明显的协同作用$但

是二者联合作用的具体机制还有待进一步研究%

参考文献!

'

%

(吴孟超
?

原发性肝癌的诊断和治疗进展'

'

(

?

中华外科

杂志$

%""F

$

#D

"

"

#!

&%&7&%F?

'

!

(刘新垣
?

一种抗癌新策略!肿瘤的基因病毒治疗'

'

(

?

中

国肿瘤生物治疗杂志$

!$$%

$

F

"

%

#!

%?

'

#

(

V,--'V

$

L*

=

;<,-UV

$

c,-6K7e1H1*;1+N?L(+;<*)6<3(+

,+H60,*,6<1*3G,<3(+ (.01Y(+7603Z1*36,H1+(:3*);1;

!

;

T

163.36,<3(+(.,H1+(:3*);;1*(<

=T

1

'

'

(

?'>3*(-

$

%""F

$

C!

"

%!

#!

%$!D$7%$!DE?

'

E

(

alU3(*H,+LU

$

O,60,

T

1--1Q

$

]1-

4

,H(L

$

1<,-?eNV

=

7

-,<3(+(.,H1+(:3*);b3<0*1<1+<3(+(.3+.16<3:3<

=

,+H

T

*(7

<16<3(+.*(Z+1)<*,-3G3+

4

,+<3J(H

=

3+:3<*(,+H3+:3:(

'

'

(

?R)ZV1+1801*

$

%"""

$

%$

"

F

#!

%#E"7%#&F?

'

&

(

N;6,*

T

1e

$

/,

=

1K@

$

L03+e

$

1<,-?]1:1-(

T

Z1+<(.,

;1+;3<3:1,;;,

=

.(*H1<16<3(+(.*1

T

-36,<3(+76(Z

T

1<1+<*17

6(ZJ3+,+<-1+<3:3*);3+-,*

4

17;6,-1 RM>7J,;1H:16<(*

T

*1

T

,*,<3(+;

'

'

(

?A(-801*

$

!$$#

$

F

"

!

#!

##!7#E%?

'

D

(

Q60,*

=

,AU

$

5

T

,**1J((ZQ

$

>1+3<G'

$

1<,-?U,<3(+,-

H1:1-(

T

Z1+<(.03;<(+1H1,61<

=

-,;13+03J3<(*;,;,+<36,+7

61*,

4

1+<;

!

,*1:31b

'

'

(

?A(-e0,*Z,6(-

$

!$$&

$

DF

"

E

#!

"%C7"#!?

'

C

(

V-,;1*I S?R]QL3+03J3<(*;

!

6-3+36,-)

T

H,<1,+H

Z160,+3;Z7J,;1H

T

(<1+<3,-

'

'

(

?S3(601Z e0,*Z,6(-

$

!$$C

$

CE

"

&

#!

D&"7DC%?

'

F

(

O3+H1Z,++UI

$

@1bJ(3HQ

$

[03<16*(;;Ic

$

1<,-?

Q+,-

=

;3;(.<01,

T

(

T

<(<36,+H<01*,

T

1)<36,6<3:3<31;(.

03;<(+1H1,61-

=

-,;13+03J3<(*;J

=

);3+

4

,Z();1Z(H1-(.

S61---

=

Z

T

0(Z,

'

'

(

?e*(6@,<-Q6,H56395Q

$

!$$C

$

%$E

"

%"

#!

F$C%7F$CD?

'

"

(

I3Z5R

$

Q0+5

$

R,+'[

$

1<,-?Q

T

363H3+3;,03;<(+1

H1,61<

=

-,;13+03J3<(*b3<0,+<373+:,;3:1,+H,+<37,+

4

3(7

4

1+36

T

(<1+<3,-;

'

'

(

?S3(601Z S3(

T

0

=

;U1;L(ZZ)+

$

!$$E

$

#%&

"

E

#!

"DE7"C$?

'

%$

(

g3,+]/

$

I,<(W

$

50,JJ11*5

$

1<,-?8,*

4

1<3+

4

<)Z(*

,+

4

3(

4

1+1;3;b3<003;<(+1H1,61<

=

-,;13+03J3<(*;

!

<01

0

=

H*(Y,Z36,63HH1*3:,<3:1OSR&F"

'

'

(

?L-3+L,+61*

U1;

$

!$$D

$

%!

"

!

#!

D#E7DE!?

'

%%

(

V,*63,7A,+1*(V

$

W,+

4

R

$

S)1;(7U,Z(;L

$

1<,-?

e0,;1%;<)H

=

(.<0103;<(+1H1,61<

=

-,;13+03J3<(*:(*37

+(;<,<

"

;)J1*(

=

-,+3-3H10

=

H*(Y,Z36,63H

'

5QRQ

(#

3+

T

,<31+<;b3<0,H:,+61H-1)K1Z3,;,+HZ

=

1-(H

=

;

T

-,;<36

;

=

+H*(Z1;

'

'

(

?S-((H

$

!$$F

$

%%%

"

#

#!

%$D$7%$DD?

'

%!

(

S-)Z1+;6013+VU'*

$

I31;A5

$

e,

T

,H3Z3<*,K(

T

()-()

>Q

$

1<,-?e0,;1MM<*3,-(.<0103;<(+1H1,61<

=

-,;13+7

03J3<(*:(*3+(;<,<

"

/(-3+G,

$

;)J1*(

=

-,+3-3H10

=

H*(Y,Z36

,63H

$

5QRQ

#

3+

T

,<31+<;b3<0*16)**1+<,+H

*

(*Z1<,7

;<,<3601,H,+H+16K6,+61*

'

'

(

?M+:1;<@1b]*)

4

;

$

!$$F

$

!D

!

F%7FC?

'

%#

(

U360(+>A

$

[1JJW

$

A1*

4

1*U

$

1<,-?516(+H

4

1+1*7

,<3(+0

=

J*3H

T

(-,*6(Z

T

()+H;,*1

T

(<1+<3+H)61*;(.

<*,+;.(*Z1H61--H3..1*1+<3,<3(+

'

'

(

?e*(6@,<Q6,H563

95Q

$

%""D

$

"#

"

%!

#!

&C$&7&C$F?

"下转第
E#E

页#

!!E

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
!$%!

年
!

第
!"

卷



M>.K2FC>,>?B?

W

C>.B9@GK

D

?AM=@C<@C>:2.>;C3

W

C39>CI:2>;63CV2=<C@

D

&HM&I5

G

1(7

"

560((-(.c,;03(+

$

/01

2

3,+

4

563781609+3:1*;3<

=

$

R,+

4

G0()#%$$%F

$

L03+,

#

M/<@=.>@

!

803;

T

,

T

1*3;J,;1H(+,*<3;<36<1,603+

4T

*,6<3613+/01

2

3,+

4

563781609+3:1*;3<

=

?M<H1Z(+7

;<*,<1;<013+1:3<,J3-3<

=

,+H+161;;3<

=

(.6,**

=

3+

4

()<,*<3;<361H)6,<3(+3+;637<1606(--1

4

1;,+H)+3:1*;3<31;

<0*()

4

0H3;6);;3+

4

<01,6,H1Z3616(-(

4

36,-(

T

<3Z3G,<3(+,+H3++(:,<3:1

j

),-3<

=

6)-<3:,<3(+3+<01;13+;<3<)7

<3(+;

)

<01

T

,

T

1*,-;(<01(*1<36,--

=

,+,-

=

G1;<0116(-(

4

36,-:,-)1(.6(--1

4

1;<)H1+<;l(*H1*-

=T

,*<363

T

,<3(+3+

,:,*31<

=

(.6(+<1;<;,+H16(-(

4

36,-H1:1-(

T

Z1+<(..,6)-<

=

?

J2

D

N?=K<

!

3+<1

4

*,<3(+1H)6,<3(+(.-3J1*,-,*<;,+H;631+61

)

,*<1H)6,<3(+

)

1H)6,<3(+,-16(-(

4=

)

61*7

,.3:3<

=T

1*;(++1-

)

6,Z

T

);6)-<)*1

"责任编辑!马春晓#

"上接第
E!!

页#

9@GK

D

?3:.=

W

2@C3

W

03>?B

D

@C>MK23?VC=G<@;.@QE&&I:7M+-

-C3P2K9G/2=?

D

B.3CBCK2Z

D

K=?̂.FC>M>CK

"

9MZM

#

A?=-CV2=:GF?=*2BB<:;2=.

1D

YOMYI7

K

$

+O$E1;53I(7

K

$

=J$D5J$!1(750I

$

&O6I7

$

,JHM+I15@2I

"

"

h3+

=

),+M+;<3<)<1(.A1H363+1,+HS3(<160+(-(

4=

$

/01

2

3,+

4

563781609+3:1*;3<

=

$

R,+

4

G0()#%$$%F

$

L03+,

#

M/<@=.>@

!

8011Y

T

1*3Z1+<3;,3Z1H,<;<)H

=

3+

4

<01,+<37<)Z(*1..16<3+-3:1*<)Z(*61--;J

=

6(ZJ3+3+

4

/]&&78UQMOb3<0,;Z,--Z(-16)-15)J1*(

=

-,+3-3H10

=

H*(Y,Z36,63H

"

5QRQ

#

?c3*;<

$

A88,;;,

=

3;);1H

<(<1;<<01

4

*(b<03+03J3<3(+1..16<;(.;3+

4

-1(*6(ZJ3+,<3(+<01*,

T=

(+<)Z(*61---3+1;R)0C

$

S1-7CE$E

$

R1

T

#S,+H0)Z,++(*Z,-61---3+1g5V7CC$%?516(+H

$

R(160;<###E!3;,HH1H,.<1*,HZ3+3;<*,<3(+3+

<)Z(*61--;R)0C

$

S1-7CE$E

$

R1

T

#S

$

,+HEF0()*;-,<1*61--;b1*1(J;1*:1H)+H1*.-)(*1;61+<Z36*(;6(

T

1?

L

=

<(

T

,<0361..16<,;;,

=

<01+3;6(+H)6<1H<(.)*<01*H1Z(+;<*,<1<011..36,6

=

(.<016(ZJ3+,<3(+<01*,

T=

?

U1;)-<;;0(b<0,<<01,+<37<)Z(*1..36,6

=

(./]&&78UQMO3;;3

4

+3.36,+<-

=

1+0,+61H3+6(ZJ3+,<3(+b3<0

5)J1*(

=

-,+3-3H10

=

H*(Y,Z36,63H

$

b03-1;0(b;+((:1*-,

TT

3+

4

<(Y363<

=

,

4

,3+;<+(*Z,-61---3+1g5V7CC$%?

L*

=

;<,-:3(-1<;<,3+3+

4

,-;(H1Z(+;<*,<1;<0,<<016(ZJ3+,<3(+<01*,

T=

;0(b;J1<<1*1..36,6

=

<0,+;3+

4

-1

<01*,

T=

b3<05QRQ(*/]&&78UQMO

$

*1;

T

16<3:1-

=

?[1;<1*+J-(<1Y

T

1*3Z1+<;0(b1H<0,<<01

T

*(<13+(.

T

*(7,

T

(

T

<(;3;,+H<016-1,:,

4

1(.J(<0L,;

T

,;17F,+HL,;

T

,;17"3+6*1,;1;J

=

6(ZJ3+,<3(+<01*,

T=

(+<)Z(*

61---3+1;?c-(b6

=

<(Z1<*

=

,-;(H1Z(+;<*,<1;<0,<6(ZJ3+,<3(+<01*,

T=

;0(b;J1<<1*1..16<?

J2

D

N?=K<

!

<)Z(*

*

4

1+1<*1,<Z1+<

)

/]&&78UQMO

)

5)J1*(

=

-,+3-3H10

=

H*(Y,Z36,63H

)

-3:1*<)Z(*

61--;

)

,

T

(

T

<(;3;

"责任编辑!许惠儿#

E#E

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
!$%!

年
!

第
!"

卷


