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尿激酶原（FG(/>G(H;I-J2，KG(/LM），也称单链尿激酶型纤

溶酶原激活剂（N;I?)2/B=-;I >G(H;I-J2/A.K2 K)-J:;I(?2I -BA;O-A(G，
JB>/FE），与 A/FE 一样是第二代溶栓药物。给药时，保持无活

性的酶原状态，只激活被纤维蛋白吸附的纤溶酶原，而对游

离的纤溶酶原没有作用，即只在血栓表面才能活化转变为双

链尿激酶（1P(/B=-;I >G(H;I-J2/A.K2 K)-J:;I(?2I -BA;O-A(G，AB>/FE
或 LM），因而具有较高的特异性溶血栓作用［!］。尿激酶原在

纤溶酶、激肽释放酶或胰蛋白酶等的作用下，<.J!&"/Q)2!&4 间

肽键断裂，整条肽链一分为二，并通过二硫键连接，成为具有

酶催化活性的双链尿激酶型纤溶酶原激活剂［$，#］，即高分子

量尿激酶（R,S/LM），如果加入还原剂如巯基乙醇破坏二硫

键，可继续降解为低分子量尿激酶（<,S/LM）。由于 JB>/FE
能够选择性地在纤维蛋白表面激活纤溶酶原，可以克服尿激

酶使用过程中非特异地激活全身纤溶系统所造成的出血倾

向问题，故以 JB>/FE 作为溶栓药更有前途［5 T 3］。目前，我们

已构建了高水平表达 JB>/FE 的工程细胞株，并建立了相关

的纯化方法，但此纯化工艺比较繁杂，加之单链尿激酶原极

不稳定，在纯化过程中易降解为双链尿激酶，最终 JB>/FE 的

产率和质量会受到影响。因此，迫切需要一种高效、简便的

纯化方案。一般认为抗体亲和层析是最快捷、高效的纯化方

法。但由于 JB>/FE 与 AB>/FE 在肽链结构上差异甚微，只是

<.J!&"/Q)2!&4 抗原表位不同［6］，针对这一抗原表位，我们设计

了包含这一表位的 !# 肽与载体蛋白 M<R 偶联，用偶联物免

疫小鼠，做细胞融合，从 "%% 个融合细胞中筛选出了 5 株特

异结合 JB>/FE 的单克隆抗体，取 U6 杂交瘤细胞株进行了

-IA;/JB>/FE 单抗的生产和纯化，用所纯化的单克隆抗体偶联

了 N2K=-G(J2 5V 亲和柱，以此建立了新的简便、高效的纯化

JB>/FE 方法。

! 材料和方法

!"! 抗 #$%&’( 单克隆抗体的制备

合成跨越 JB>/FE 纤溶酶等酶切位点 <.J!&"/Q)2!&4 的 !#

肽（1=G/<2>/EG?/FG(/EG?/F=2/<.J/Q)2/Q)2/ U)./U)./U)>/W.J），与载

体蛋白 M<R（M2.=()2 );:K2A =2:(B.-I;I）偶联。按常规方法用

偶联物免疫 V-)XYB 小鼠，待小鼠产生良好的免疫反应后，取

其脾细胞与 NK$Y% 细胞融合制备杂交瘤细胞。然后用间接

9<QNE法［"］筛选强阳性克隆孔，再进行亚克隆，最后鉴定、建

立分泌 抗 JB>/FE 单 抗 的 杂 交 瘤 细 胞 株 U6（抗 体 类 型 为

Q?U!）。

!") 杂交瘤细胞培养

采用 W.A(K(G2 $（F=-G:-B;- V;(A2B= EV）多孔微载体，在

!D&<搅拌瓶（+E<U9+9 公司，LNE）中培养分泌抗 JB>/FE 的

杂交瘤细胞 U6。杂交瘤细胞培基用 !35%，补加多种氨基酸，

!Z血清和 %D!Z蛋白胨，培养时，微载体浓度 !D&?Y<，装液量

#%%:<，搅拌速度 5% T 3%GY:;I，当细胞密度大于 $D% [ !%3 Y:<
时，开始收集培养上清，细胞密度约 &D% [ !%3 Y:< 时，换液量

$%%:<Y\。

!"* +,&!!- 细胞株培养

在 #% < V;(JA-A LW（V* VG->I）反应器中用 W.A(K(G2 $ 多孔

微载体培养分泌 JB>/FE 的重组 WR] 细胞株 W</!!U（军事医

学科学院生物工程研究所）［"，4］，采用无血清培养基，基本组

成为 ^,9,Y7!$（!：!）（R.B)(I2 W(* LNE），添加适量蛋白胨，

胰岛素及某些氨基酸和无机盐等小分子物质［!%］。为防止在

细胞培养中，JB>/FE 过度降解成 AB>/FE，在培养基中加入少

量抑蛋白酶肽（V-.2G W(*），过滤除菌。

!". 制备免疫亲和柱纯化 #$%&’(
用蛋白 U/N2K=-G(J2 5V 亲和层析柱（F=-G:-B;- W(*）纯化

杂交瘤细胞 U6 培养上清中的抗 JB>/FE 单抗，将单克隆抗体

与用 W+VG 活化的 N2K=-G(J2 5V 交联、装柱，用此亲和柱纯化

W</!!U 细胞培养上清中的 JB>/FE。上样前用 KR 6D& 的 %D!
:()Y< 的 FVN（磷酸缓冲液，E 液）平衡亲和柱，将 W</!!U 细胞

培养上清的 KR 调至 6D& T "D% 后上亲和柱，上样完毕后用 E
液洗脱杂蛋白，之后用 KR $D&、%D$ :()Y< 的 U)./RW) 缓冲液



洗柱，收集的单克隆抗体的溶液立即加入 !"#$%& ’()* 溶液调

节 +, 至 -./。

!"# 检测方法

!"#"! 细胞计数采用柠檬酸结晶紫染色法［!!］。

!"#"$ *01234 活性测定采用改进的纤溶板法［!5］。

!"#"% 蛋白测定采用改良的 &#6(7’* 法。

!"#"& 抗体滴度测定采用 8&9:4 法［!;］。

!"#"# *01234 纯度测定采用 ,3&< 法［!=］。

!"#"’ :>:234?8 分离胶浓度 !5.@A，浓缩胶浓度 =.@A，

/./!A考马斯亮蓝 ?5@/ 染色［!@］。

!"#"( 免疫亲和柱制备采用文献［!=］方法进行。

$ 结 果

$"! 抗 )*+,-. 单克隆抗体的生产

分别用 !; 肽2B&, 和 -/A*01234 C ;/A D01234 混合物做

抗原免疫小鼠获得的两株杂交瘤细胞（?- 和 134!）分泌的

EFD)2*01234 单抗和 EFD)21234 单抗与几种抗原间的交叉反应

见表 !，表明 ?- 分泌的 EFD)2*01234 单抗的特异性很高，并且

与 D01234 抗原无交叉反应。在 !.@& 搅拌瓶中培养杂交瘤细

胞 ?-，随时间延长，细胞数、抗体滴度均增长，!/G 达到高峰。

细胞最高密度为 H.@ I !/H %"& ，抗体滴度为 =;.@"J%&。!;G
换液培养共收集含约 -!"J 单抗的上清 !.K&。（图 !）

表 ! 抗 )*+-. 的 /*.0 特性的 1234. 实验

56078 ! 1234. 9: );8*<:<*<=> 9: 6?=<,)*+,-. /*.0

4FD)JLF

4EFD)JLF
4*01234

M04N 4FD)2*01234

M04N

4FD)21234

M04N

*01234 !.// !.//

D01234 /./= /.OO

D234 /./5 /./!

P:4 /.// /.//

图 ! 在搅拌瓶中多孔微载体培养

杂交瘤细胞生长曲线

Q)JR! ?(#6DS 01(TL #U S7N()G#"E 0L$$ 01$D1(L

#F +#(#1* ")0(#0E(()L(* )F *+)FFL( U$E*V

!<L$$ GLF*)D7；"4FD)N#G7 D)DL(；#WEDL #U "LG)1"

(L+$LF)*S"LFD

$"$ .?=<,)*+,-. 的 /*.0 的纯化

用蛋白 ?2:L+SE(#*L =P 直接纯化杂交瘤细胞 ?- 培养上

清，平 衡 液 为 +,O./ 的 /./5"#$%& 磷 酸 缓 冲 液 C /.5"#$%&
XE<$ 溶液，洗脱液为 +,5./ 的 /.!"#$%& ?$72,<$。纯化结果

见表 5。亲和层析法纯化能使抗体滴度提高 !@5 倍，电泳扫

描纯度为 KOA，抗体收率 K;.;A。

表 $ 蛋白 @,48;A6B9)8 &C 亲和层析纯化单抗

56078 $ .?=<,)*+-. /*.0 ;+B<:<8D 0> ;B9=8<?

@,48;A6B9)8 &C 6::<?<=> *AB9E6=9FB6;A>

4FD)N#G7 D)DL(%（"J%&） 31()U)0ED)#F UE0D#(

PLU#(L +1()U)0ED)#F ;-.;- Y

4UDL( +1()U)0ED)#F @-/O.! !@5.-

$"% 用 6?=<,)*+,-. 3F@,48;A6B9)8 &C抗体柱纯化抗原 )*+,-.
将 !.@ J <XP( 活化 :L+SE(#*L =P 胶与 !/"& 上述纯化后

蛋白浓度为 @.- "J%"& EFD)2*01234 9J? 交联，制备免疫亲和

柱，交联率为 O-.@A。用此柱直接纯化 <&2!!? 细胞培养上

清中的 *01234，纯化结果见表 ;。三批样品一步纯化获得的

蛋白作 :>:234?8 电泳并作扫描分析（图 5），在非还原条件

下只有一条带，在还原条件下，*01234 纯度为 KH.;A，比活为

!.5 I !/@ 9Z%"J，1234 回收率约为 K/.=A，说明获得的 EFD)2
*01234 的 M04N 具有高度特异性。

表 % 免疫亲和层析法纯化 )*+,-.

56078 % )*+,-. ;+B<:<*6=<9? 0> <EE+?9,6::<?<=> *AB9E6=9FB6;A>

[#$1"L #U
*E"+$L
%"&

1234
0#F0LFD(ED)#F
%（"J%&）

:+L0)U)0
E0D)T)D7
%（9Z%"J）

WL0#TL(7
(ED)#
%A

PLU#(L +1()U)0ED)#F !5=/ @/./ ;@= Y

4UDL( +1()U)0ED)#F 5/ 5O/5.= !.5 I !/@ K/.=

图 5 免疫亲和层析法纯化 <&2!!? 细胞培养上清的

1234 的 :>:234?8

Q)JR5 :>:234?8 EFE$7*)* #U 1234 +1()U)LG U(#" *1+L(FEDEFD #U

<&2!!? 0L$$ 01$D1(L N7 )""1F#2EUU)F)D7 0S(#"ED#J(E+S7

8$L0D(#+S#(L*)* 1FGL( F#F2(LG10)FJ EFG (LG10)FJ 0#FG)D)#F* )* *S#6F )F

$EFL* !，5，; EFG $EFL* =，@，H M\ "E(VL(（?)N0# PW&；K-.=，HH.5，

@@./，=5.-，=/./，;!./，5!.@，!=.=V>）；PED0S $（$EFL* !，=）；PED0S 5
（$EFL* 5，@）；PED0S ;（$EFL* ;，H）

$"& 三步法纯化 )*+,-.

三步法纯化工艺包含三步：（!）用阳离子交换扩张床从

<&2!!? 培养上清中纯化 1234；（5）用凝胶过滤制备色谱使 12

34 纯度达到 KOA；（;）根据实际情况，采用苯甲脒亲和柱去
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除部分双链 !"，使单链比例 # $%&（图 ’）。每步纯化的结果

见表 (。采取三步法纯化工艺，从约 )*%%+ 细胞培养上清中

获得单链比例 # ,%&的冻干合格 -./0 约 $% 克，总回收率 #
1%&。

表 ! 三步法纯化 "#$%

&’()* ! "#$% +",-.-/’0-12 (3 4#50*+ /6,17’018,’+63 +,1/*55

23456765 8596:69;<（=!<>?） -./0 @896A<& 25-./0 @896A 6B 9A98C -./0<& -./0 @45A:4@; @896A<&

D896AB.4E5F8B?4 5AC->B G 1H% I *%( G J% K% G $% *%%

L4C 76C9@896AB 5AC-> *H% I *%J G ,$ G $J G $%

M4BN88>6O6B4 8776B69; 5AC->B *H) I *%J G ,$ G ,% G $%

图 ’ 三步法纯化 D+.**L 细胞培养上清中 -./0 的 2P2./0LQ

R6?S’ 2P2./0LQ 8B8C;T6T A7 -./0 3-@6764O 7@A> T-34@B898B9 A7 D+.**L

54CC 5-C9-@4 U; 9F@44.T943 5F@A>89A?@83F; 3@A54TT

QC459@A3FA74T6T -BO4@ @4O-56B? 8BO BAB.@4O-56B? 5ABO696ABT 6T TFAVB 6B

C8B4T *，)，’ 8BO C8B4T (，J，1 @4T34596:4C; *，(S -./0 3-@6764O 7@A> T-34@.

B898B9 U; 4E38BO4O.U4O 5896AB.4E5F8B?4 5F@A>89A?@83F;（2943 *）；)，JS

-./0 3-@6764O 7@A> T943.* T8>3C4 U; ?4C 76C9@896AB 5F@A>89A?@83F;（2943

)）；’，1 S -./0 3-@6764O 7@A> T943.) T8>3C4 U; U4BN8>6O6B4 8776B69; 5F@A.

>89A?@83F;（2943 ’）

4 讨 论

与 95-./0 相比，T5-./0 具有选择性溶栓作用，但是在生

产过程中，T5-./0 极不稳定，+;T*J$.=C4*J, 肽键易断裂而转变

为其活性形式 95-./0。由于两者在肽链结构上差异甚微，只

有一个抗原表位的不同，因而如何将 T5-./0 和 95-./0 分离是

开发尿激酶原药物的难点之一。用单抗制备的亲和层析提

纯干扰素、凝血因子!等都已形成了规模化，为有效分离

T5-./0 和 95-./0，我们研制了抗.T5-./0 的单抗，针对二者唯

一的不同抗原表位，选取 T5-./0 上 WF@*J).D;T*1’ 这一段氨

基酸序列（WF@.+4-.0@?./@A.0@?./F4.+;T.=C4.=C4.LC;.LC;.LC-.D;T）
作为半抗原，因为它不仅包含 T5-./0 中 +;T*J$.=C4*J, 肽键，

而 95-./0 中则不存在这一完整的肽段，而且亲水氨基酸残基

占多数，且有一个脯氨酸残基，因而较其它序列更可能暴露

在 T5-./0 分子表面，由此产生的抗多肽抗体更容易识别天然

蛋白。为了进一步增加其抗原性，在 D 端连接一载体蛋白

"+X。实验表明，由此获得的 LK 杂交瘤分泌的单抗对于 T5-.
/0 具有很高的特异性。

-./0 常规纯化方法一般需要四、五步，操作复杂，回收率

低，而且 单 链 比 例 只 有 ,%& 左 右。本 实 验 用 抗 T5-./0 的

Y50U 制备的免疫亲和层析柱提纯 -./0。一步纯化，-./0 的

回收率约 ,%&，其中 T5-./0 的比例可达 ,1H’&。由于步骤

的减少，避免了因步骤繁杂造成的 T5-./0 降解为 95-./0，同

时降低了成本。此方法简便、快速、高效。

要提高杂交瘤细胞培养密度，在连续培养过程中必须将

细胞截留在反应器中，但由于杂交瘤细胞属悬浮细胞，用实

心微载体无法将其固定化。在本文中，采用 D;9A3A@4 多孔微

载体培养杂交瘤细胞，细胞生长在微载体内部，既可以将细

胞固定化，又可以保护细胞免受机械损伤，使其在搅拌瓶中

的培养密度便可达到 1HJ I *%1 <>+，上清中抗体浓度大于

(%>?<+。而在反应器中，多孔微载体培养杂交瘤细胞密度可

达 *H) I *%K <>+［*1］。因此，D;9A3A@4 多孔微载体不仅可用于高

密度培养贴壁细胞如 DXZ 细胞等（细胞密度 # )HJ I *%K <
>+）［$，*K］，而且适合于高密度培养悬浮细胞如杂交瘤细胞等。

9:;:9:<=:>（参考文献）

［ * ］ /8BB8CC [，L-@4V65F \S /@A.-@A]6B8T4：0 T9-O; A7 8 >45F8B6T> 7A@

69T T4C4596:4C; 76U@6BAC;965 477459 S !"##$，*,$1，?@（J）：*)*J G *))’
［ ) ］ "8T86 2，0@6>-@8 X， 6̂TF6O8 Y %& ’" S /@6>8@; T9@-59-@4 A7 T6B?C4.

5F86B 3@A.-@A]6B8T4S ( !)#" *+%,，*,$J，ABB：*)’$) G *)’$,
［ ’ ］ =5F6BAT4 0，R-_6]8V8 "，2-;8>8 WS WF4 8596:896AB A7 /@A.-@A]6B8T4

U; 3C8T>8 ]8CC6]@46B 8BO 69T 6B8596:896AB U; 9F@A>U6BS ( !)#" *+%,，

*,$1，A?C：’($1 G ’($,
［ ( ］ /[=Y= W@68C 29-O; L@A-3S [8BOA>6N4O OA-UC4.UC6BO 9@68C A7 @45A>U6.

B8B9 3@A-@A]6B8T4 8?86BT9 T9@439A]6B8T4 6B 85-94 >;A58@O68C 6B78@596ABS

-’./%&，*,$,，C：$1’ G $1K
［ J ］ 28T8F8@8 0 0，M8@]4@ ‘ Y，‘48:4@ ‘ P %& ’" S DC6B658C T9-O64T V69F

9F4 B4V ?C;5AT;C894O @45A>U6B8B9 3@A-@A]6B8T4S ( 0’1/ 2.&%34 5’$)#"，

*,,J，?：$(2 G ,’2
［ 1 ］ ‘48:4@ ‘ P，X8@9>8BB a，0BO4@TAB a +S %& ’" S ^4V @45A>U6B8B9

?C;5AT;C894O 3@A-@A]6B8T4 7A@ 9@489>4B9 A7 38964B9T V69F 85-94 >;A58@.

O68C 6B7@8596ABS ( 6, *#"" *’3$)#"，*,,(，A!：*)() G *)($
［ K ］ ‘-B W D，25FC4-B6B? ‘ P，[465F QS =TAC896AB 8BO DF8@8594@6N896AB A7

!@A]6B8T4 7@A> X->8B /C8T>8S ( !)#" *+%,，*,$)，AD@：’)K1 G ’)$’
［ $ ］ X! b ‘（胡显文），b=0Z D c（肖成祖），+= c X（李佐虎）%& ’" S

/@AO-596AB A7 -./0 V69F @DXZ 54CC 5-C9-@4 AB 3A@A-T >65@A58@@64@T 6B

T4@->.7@44 ?@AV9F >4O6->S *+).%1% (#73.’" #8 !)#&%/+.#"#9:（生物

工程学报），)%%%，C?（’）：’$K G ’,*
［ , ］ X! b ‘（胡显文），b=0Z D c（肖成祖），L0Z + X（高丽华）%&

’" S Y49FAOT 7A@ C8@?4.T58C4 8BO CAB?.94@> 8B6>8C 54CC 5-C9-@4 V69F 3A.

$J’ 生 物 工 程 学 报 *$ 卷



!"#$ %&’!"’(!!&)!$* !"#$%&’(#)#*+ ,(-#./0$"#(（生 物 技 术 通 报），

+,,-，!"#：./ 0 .1
［-,］ 23 4 5（胡显文），4678 9 :（肖成祖），;78 < 2（高丽华）%$ 0) *

=>>)’?$ "> $)!#% ’"@’)@?!(?&"@ (@A A&$$"BC)A "DEF)@ "@ G!"A#’?&"@ ">

G!"#!"H&@($) I&?J !928 ’)BB ’#B?#!)* 1%$$%.2 "( !"#$%&’(#)#*+（生物

技术通讯），+,,-，!$（K）：-L1 0 +,-
［--］ 23 4 5（胡显文），4678 9 :（肖成祖），237M; : 9（黄子才）%$

0) * N!)G(!(?&"@ "> ’)BB#B"$) G"!"#$ %&’!"’(!!&)! (@A (GGB&’(?&"@ &@ (@O

&%(B ’)BB ’#B?#!)* 3’"(%2% 4#5.(0) #- !"#$%&’(#)#*+（生物工程学

报），-LLL，!"（-）：LK 0 LP
［-+］ ;78 < 2（高丽华），4678 9 :（肖成祖），Q3 R（于芳）* S"A&>&O

’(?&"@ "> ($$(E >"! %)($#!&@F G!"#!"H&@($) (@A "T$)!C(?&"@ "> $?(T&B&?E

"> G!"#!"H&@($) )DG!)$$)A TE F)@)?&’(BBEO)@F&@))!)A ’)BB B&@) 9<O--;*

1%$$%.2 "( !"#$%&’(#)#*+（生物技术通讯），-LLP，%（+）：L. 0 LU
［-K］ V(B&B& S，8BB&$ V R* W!(@$&)@? H&@)?&’$ "> JET!&A"%( F!"I?J (@A %"@O

"’B"@(B (@?&T"AE G!"A#’?&"@ &@ $)!#%OB&%&?)A ’#B?#!)$* !"#$%&’(#)#*+

0(6 !"#%(*"(%%."(*，-L1L，&&：L1. 0 LL,
［-.］ <63 ; X（刘国诠）* V"I@O$?!)(% "> Y&"?)’J@"B"FE（生物工程下游

技术）* 9J)%&’(B 6@A#$?!E N!)$$* -LLK，GG*-LK 0 +,/
［-/］ Z(%T!""H [，R!&?$’J = R，S(@&(?&$ W* S"B)’#B(! 9B"@&@F：7 <(T"!(O

?"!E S(@#(B * +@A )A，M)I Q"!H：9"BA ZG!&@F 2(!T"! N!)$$* -L1L
［-U］ 4678 9 :，23 4 5，;78 < 2 %$ 0) * 2&FJOA)@$&?E (@A $’(B)O#G

’#B?&C(?&"@ "> !)’"%T&@(@? 928 ’)BB B&@) (@A JET!&A"%($ I&?J G"!"#$

%&’!"’(!!&)! 9E?"G"!)* 3+$#$%&’(#)#*+，-LLL，&#：-.K 0 -.P
［-P］ 23 4 5，4678 9 :，<6 : 2 %$ 0) * N&B"? G!"A#’?&"@ "> #ON7 I&?J

G"!"#$ %&’!"’(!!&)! ’)BB ’#B?#!)* 3+$#$%&’(#)#*+，+,,,，&&：-K 0 -L\

’()*+,-./0() 1234()05,-678, 9+05:()3*,) ;.6(<0632（5.=-9;）

9=2(>(.06(3) ?7 @::=)3-0>>()(67 A/23:063*208/7

;78 <&O2#(! 23 4&(@O5)@ 53 X&@FOR( 4678 9J)@FO:# 43 :J("ON&@F :27M; :J)@FO;#(@F
（ ,(2$"$5$% #- !"#$%&’(#)#*+，!%"7"(* -,,,P-，3’"(0）

;?5620.6 WJ) "@BE A&>>)!)@’) "> G!&%(!E $?!#’?#!) T)?I))@ $&@FB)O’J(&@ G!"#!"H&@($)（G!"O3] "! $’#ON7）(@A ?I"O’J(&@ #!"H&O
@($)（3] "! ?’#ON7）&$ ?J) ’B)(C(F) "> ( $&@FB) G)G?&A) T"@A（<E$-/1O6B)-/L）(@A ?!(@$>"!% $’#ON7 &@?" &?$ (’?&C) ?I"O’J(&@
>"!%* 7 -KOG)G?&A)（WJ!O<)#O7!FON!"O7!FONJ)O<E$O6B)O6B)O;BEO ;BEO;B#O9E$），IJ&’J $G(@$ ?J) ’B)(C(F) G)G?&A) T"@A，I($ $E@O
?J)$&^)A (@A B&@H)A ?" ]<2（])EJ"B) B&%G)? J)%"’E(@&@）* WJ) Y(BT_’ %&’) I)!) &%%#@&^)A TE ?J) ’"@‘#F(?)A G!"?)&@ I&?J
G!"G)! (A‘#C(@? * 7’’"!A&@F ?" ?J) ]"JB)! (@A S&B$?)&@’$ %)?J"A$，( JET!&A"%( ’)BB B&@) ;P $)’!)?&@F %"@"’B"@(B (@?&T"AE $G)O
’&>&’ >"! $’#ON7 I($ "T?(&@)A* WJ) (@?&O$’#ON7 S’7T，G#!&>&)A >!"% ?J) $#G)!@(?(@? "> G"!"#$ %&’!"’(!!&)! JET!&A"%( ’)BB ’#BO
?#!)，I($ ’"@‘#F(?)A ?" 9MY!O(’?&C(?)A Z)GJ(!"$) .Y ?" G!)G(!) (@ &%%#@"O(>>&@&?E ’J!"%(?"F!(GJE ’"B#%@* WJ) #ON7 I($ G#!&O
>&)A "@BE TE ?J&$ (>>&@&?E ’"B#%@ >!"% ?J) $#G)!@(?(@? "> ’#B?&C(?&@F ?J) #ON7OG!"A#’&@F !)’"%T&@(@? 928 ’)BB，?J) #ON7 !)’"C)!E
!(?&" &$ L,\.a，?J) G#!&>&’(?&"@ >(’?"! I($ (T"#? /,，I&?J ?J) $G)’&>&’ (’?&C&?E "> -\+ b -,/ 63_%F，?J) $’#ON7 !(?&" &@ ?J) #ON7
G!"A#’? I($ LU\Ka * 9"%G(!)A ?" &%%#@"O(>>&@&?E ’J!"%(?"F!(GJE，?J) KO$?)G G!"’)$$ >"! G#!&>E&@F #ON7（’(?&"@O)D’J(@F) ’"O
B#%@，F)B >&B?!(?&"@ ’"B#%@ (@A T)@^(%&A&@) (>>&@&?E ’"B#%@）J($ ( #ON7 !)’"C)!E !(?&" "> (T"#? U/a，I&?J ( $G)’&>&’ (’?&C&?E ">
-\, b -,/ 63_%F，(@A (@ $’#ON7 !(?&" "> (T"#? L,a * WJ)$) !)$#B?$ $J"I)A ?J(? &%%#@"O(>>&@&?E ’J!"%(?"F!(GJE &$ $&%GB) ?"
!)’"C)! #ON7 (@A )>>)’?&C) ?" $)G(!(?) $’#ON7 >!"% ?’#ON7*

B,7 C32D5 G!"#!"H&@($)，%"@"’B"@(B (@?&T"AE，&%%#@"O(>>&@&?E ’J!"%(?"F!(GJE，JET!&A"%( ’)BB ’#B?#!)，G"!"#$ %&’!"’(!!&)!

c)’)&C)A：--O++O+,,-

WJ&$ I"!H I($ $#GG"!?)A TE ;!(@? >!"% ?J) N!"‘)’? "> 9J&@)$) M(?&"@(B N!"F!(%$ 2&FJ W)’J@"B"FE c)$)(!’J (@A V)C)B"G%)@?（M"* :-1O,KO+-）*

! 9"!!)$G"@A&@F (#?J"! * W)B：1UO-,OUUL.11-P；R(D：1UO-,OUK1KK/+-；=O%(&B：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

<&J#(F("dJ"?%(&B * ’"%

重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》

和“中国期刊网”。如作者不同意将文章编入该数据库，请在来稿时声明，本刊将做适当处理。
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