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［摘要］　目的：检测α黑素细胞刺激素（αｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，αＭＳＨ）及黑色素在不同类型自体移植皮片中的

表达，并与自身正常皮肤作对照，初步认识αＭＳＨ在自体移植皮片过度色素沉着中的作用。方法：利用免疫组织化学方法和

银染丽春红法检测自体移植皮片（包括全厚皮片、中厚皮片及刃厚皮片）与原供区及受区周围自体正常对照皮肤中αＭＳＨ的

蛋白表达及表皮中黑色素的含量。结果：αＭＳＨ的表达定位于表皮基底部黑素细胞、角质形成细胞胞质，在大部分自体移植

皮片中呈阳性表达，皮片愈薄αＭＳＨ的表达愈明显（Ｐ＜０．０１）；αＭＳＨ在各类型皮片中的表达显著高于在自体正常对照皮肤

中的表达（Ｐ＜０．０１）；αＭＳＨ在受区周围与原供区正常对照皮肤中的表达无显著性差异。不同类型皮片表皮中黑色素的含

量较自体正常对照皮肤中黑色素含量明显增加 （Ｐ＜０．０１）；不同类型皮片间表皮中黑色素的含量亦均有显著性差异（Ｐ＜

０．０１），皮片愈薄黑色素的含量愈多，且皮片中黑色素的含量与αＭＳＨ的表达量呈正相关。结论：自体移植皮片中黑色素的

含量与αＭＳＨ的表达量呈正相关，表明αＭＳＨ在自体移植皮片中的高表达能使皮片中黑色素含量增加，在自体移植皮片过

度色素沉着中起重要调控作用。
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　　自体皮片移植是临床上常用的手术方法之一，
在治疗多种原因引起的组织缺损、矫治外形及改善
功能等方面发挥了重要作用。但自体皮片移植后常
伴有不同程度的过度色素沉着，且常随皮片的类型
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不同而程度不同，皮片愈薄（如刃厚皮片）色素沉着
愈明显。本组实验使用免疫组织化学方法、银染丽
春红法检测自体移植皮片（包括全厚皮片、中厚皮片
及刃厚皮片）中α黑素细胞刺激素（αｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，αＭＳＨ）的蛋白表达及表皮
中黑色素的含量，进一步认识αＭＳＨ在自体移植皮
片过度色素沉着中的作用。

１　材料和方法

１．１　实验标本　本组实验所需标本均取自颈部自
体移植皮片术后１年，局部需再次矫正而在我科手
术的患者。共取自体全厚移植皮片１６例、自体中厚
移植皮片１８例及自体刃厚移植皮片２３例，同时在
每例移植皮片受区周围及原供区腹部分别取正常皮

肤作对照。患者年龄７～３２岁，中位年龄１９岁，男

３６例，女２１例，所取标本患者均无垂体疾病、肾上
腺疾病、传染病、皮肤病及免疫性疾病，局部无感染、
溃疡，术前未应用激素及免疫抑制剂治疗，局部亦未
行放射治疗。标本切取后在半小时内放入液氮瓶，
然后置入－８０℃冰箱中保存。２０倍体积的４％中性
甲醛固定，按常规石蜡包埋。

１．２　主要试剂 　αＭＳＨ抗体为美国Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌｓ公司产品。ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒（美国

Ｖｅｃｔｏｒ公司），ＤＡＢ（美国Ｓｉｇｍａ公司）。Ｆｏｎｔａｎａ银
液、氯化金、丽春红 （上海天平化学试剂厂）。ＪＶＣ
彩色摄像头（ＴＫＣ１３８１，ＪＶＣ公司，日本），彩色病理
图像分析系统（四川大学图像图形研究所）。

１．３　免疫组化步骤　（１）切片脱蜡至水；（２）加过
氧化酶阻断剂（３％Ｈ２Ｏ２）以阻断内源性过氧化物酶
活性，每张切片５０μ１，１０ｍｉｎ；（３）切片浸入０．０１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液中，微波处理１０ｍｉｎ；（４）加鼠抗
人αＭＳＨ 单克隆抗体，每张切片５０μｌ，３７℃，６０
ｍｉｎ；（５）加生物素化山羊抗小鼠ＩｇＧ，每张切片５０

μ１，３７℃，２０ｍｉｎ；（６）加ＳＡＢＣ溶液，每张切片５０

μ１，３７℃，２０ｍｉｎ。以上各步均经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
（ｐＨ７．４）冲洗，５ｍｉｎ３次；（７）置新鲜配制的０．０１％
ＤＡＢ／０．０３％Ｈ２Ｏ２显色液中显色，蒸馏水冲洗，苏木
精复染１ｍｉｎ；（８）脱水，透明，中性树胶封片。同时
用ＰＢＳ代替αＭＳＨ单克隆抗体作阴性对照。

１．４　银染丽春红染色　各组标本石蜡包埋后，切
片脱蜡至蒸馏水浸洗，再浸入Ｆｏｎｔａｎａ银液１５ｈ；蒸
馏水及时浸洗２次，氯化金处理２ｍｉｎ；蒸馏水浸洗

２次，Ｐｏｎｃｅａｕ处理３ｍｉｎ；无水乙醇脱水，过滤纸吸
干；二甲苯透明和中性树胶封片。

１．５　结果观察与判定　αＭＳＨ阳性产物定位于细
胞胞质内，显微镜下细胞质内出现黄或棕黄色颗粒
或团块者为阳性表达。采用二级计分法判定结果：
阳性细胞计数＜５％０分；阳性细胞计数５％～２５％
１分；阳性细胞计数２５％～５０％２分；阳性细胞计数

５０％～７５％３分；阳性细胞计数＞７５％４分。染色
强度得分：淡黄１分，黄或深黄２分，褐或棕黄色３
分。两者相加＜２分阴性（－）；２～３分阳性（＋）；

４～５分中等阳性（）；６～７分强阳性（）。

　　黑色素呈黑色定位于表皮黑素细胞、角朊细胞
胞质。胶原纤维呈红色，背景淡黄色；拍照，扫描成
像分析仪处理系统进行光密度扫描，计算灰度值。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件包进
行统计学处理，αＭＳＨ在各组标本之间阳性率的比
较均采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验；黑色素在各组标本中
的含量以珚ｘ±ｓ表示，组间比较用ｔ检验。

２　结　果

　　αＭＳＨ在各类型皮片中的表达显著高于在自
体正常对照皮肤中的表达（Ｐ＜０．０１）；αＭＳＨ在不
同类型皮片中的表达差异亦均有显著性（Ｐ＜０．０１），
皮片愈薄αＭＳＨ的表达愈明显；αＭＳＨ在受区周围
与原供区正常对照皮肤中的表达差异无显著性。见
表１。αＭＳＨ的表达定位于表皮基底部黑素细胞、角
质形成细胞细胞质，为黄或棕黄色颗粒，呈局灶性或
弥漫性分布。在大部分自体移植皮片中呈阳性表达，
在表皮基底层处形成棕褐色条带（图１）。

表１　自体移植皮片与正常对照组

免疫组化染色结果

Ｔａｂ１　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌｓｋｉｎ

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＭＳＨ
－ ＋  

Ｒａｚｏｒｔｈｉｎｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ ２３ ０ １ ７ １５
Ｍｅｄｉｕｍｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ １８ ０ ２ ５ １１
Ｆｕｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ １６ ０ ４ ５ ７
Ｎｏｒｍａｌｓｋｉｎａｒｏｕｎｄｄｏｎｏｒｓｉｔｅ ５７ ６ ３９ ８ ４
Ｎｏｒｍａｌｓｋｉｎａｒｏｕｎｄｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｉｔｅ ５７ ４ ３７ １０ ６

　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＭＳＨｉｎｒａｚｏｒｔｈｉｎｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ，ｍｅｄｉｕｍ

ｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ，ａｎｄｆｕｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓｗａｓｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｒｍａｌｓｋｉｎａｒｏｕｎｄｄｏｎｏｒｓｉｔｅａｎｄ

ｎｏｒｍａｌｓｋｉｎａｒｏｕｎｄｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｉｔｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα

ＭＳＨｉｎｒａｚｏｒｔｈｉｎｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎ

ｔｈａｔｉｎｍｅｄｉｕｍｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈａｔｉｎｍｅ

ｄｉｕｍｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ

ｆｕｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ（Ｐ＜０．０１）
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图１　αＭＳＨ在自体移植皮片与正常皮肤中的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＭＳＨｉｎｈｕｍａｎｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌｓｋｉｎ（ＩＨ，×４００）

Ａ：Ｒａｚｏｒｔｈｉｎｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ；Ｂ：Ｍｅｄｉｕｍｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ；Ｃ：Ｆｕｌｌｔｈｉｃｋｅｎｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ；Ｄ：Ｎｏｒｍａｌｓｋｉｎａｒｏｕｎｄｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｉｔｅ；Ｅ：

Ｎｏｒｍａｌｓｋｉｎｏｆｄｏｎｏｒｓｉｔｅ

　　在自体移植皮片表皮基底细胞中黑素含量较皮
片原供区和受区周围正常皮肤中明显增多；表皮基
底层黑素细胞中黑素小体明显增多，在突起未端亦
见黑素小体增多，与黑素细胞相邻近的角朊细胞中
黑素颗粒明显增多且位于角朊细胞细胞核的上方，
在棘层和颗粒层细胞中可见少许黑素颗粒（图２），
经计算机扫描计算各组灰度值，自体全厚移植皮片
组为０．５４±０．０４；自体中厚移植皮片组为０．７３±

０．０７；自体刃厚移植皮片组为０．９１±０．０８；皮片原
供区正常皮肤组为０．２４±０．０３；皮片受区周围正常
皮肤组为０．２９±０．０６。不同类型皮片表皮中黑色
素的含量较自体正常对照皮肤中黑色素含量明显增

加（Ｐ＜０．０１）；不同类型皮片表皮中黑色素的含量
差异亦均有显著性（Ｐ＜０．０１），皮片愈薄黑色素的
含量愈多，且皮片中黑色素的含量与αＭＳＨ的表达
量呈正相关。

图２　黑色素在自体移植皮片与正常皮肤中的分布表达

Ｆｉｇ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｉｎｉｎｈｕｍａｎｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌｓｋｉｎ（ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａＰｏｎｃｅａｕ，×４００）

Ａ：Ｒａｚｏｒｔｈｉｎｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ；Ｂ：Ｍｅｄｉｕｍｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ；Ｃ：Ｆｕｌｌｔｈｉｃｋｅｎｓｓｓｋｉｎａｕｔｏｇｒａｆｔｓ；Ｄ：Ｎｏｒｍａｌｓｋｉｎａｒｏｕｎｄｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｉｔｅ；Ｅ：

Ｎｏｒｍａｌｓｋｉｎｏｆｄｏｎｏｒｓｉｔｅ

３　讨　论

　　αＭＳＨ 来源于其前体前阿黑皮素（ｐｒｏｏｐｉ

ｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ，ＰＯＭＣ），可在脑垂体及胃肠道、皮

肤、性腺等外周部位产生［１］。目前研究表明［２３］，外

周皮肤中存在的αＭＳＨ在调控正常皮肤色素沉着

过程中起重要作用。自体皮片移植后常伴有不同程

度的过度色素沉着现象，且常随皮片的类型不同而

程度不同，皮片愈薄（如刃厚皮片）色素沉着愈明显，

故αＭＳＨ在自体移植皮片过度色素沉着过程中是

否同样存在调控作用，值得进一步研究观察。

　　本组实验研究通过免疫组化方法观察到所有自

体移植皮片及大部分正常皮肤黑素细胞、角质形成细

胞均有αＭＳＨ颗粒沉积，呈局灶性或弥漫性分布。

而且自体移植皮片与正常对照皮肤相比αＭＳＨ表达

量明显增加，皮片愈薄αＭＳＨ表达愈为明显。同时

利用银染丽春红染色方法观察到不同类型皮片表皮

中黑色素的含量较自体正常对照皮肤中黑色素含量

明显增加，皮片愈薄黑色素的含量愈多，且皮片中黑

色素的含量与αＭＳＨ的表达量呈正相关。
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　　从临床亦可观察到大部分自体移植皮片呈过度

色素沉着表现，且常随皮片的类型不同而程度不同，

皮片愈薄（如刃厚皮片）色素沉着愈明显；同时我们

观察到部分自体移植皮片颜色与正常对照皮肤相

近，皮片中αＭＳＨ的表达与正常对照皮肤亦无显著

差异，这从另一侧面说明了皮片中αＭＳＨ表达的量

与皮片色素沉着程度的相关性。

　　目前研究表明，表皮黑素细胞、角质形成细胞可

因多种因素刺激通过自分泌和旁分泌机制产生α

ＭＳＨ［４］，αＭＳＨ通过与黑素细胞表面黑皮素１受

体（ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＣ１Ｒ）结合而激活环

磷酸腺苷／蛋白激酶 Ａ （ｃＡＭＰ／ＰＫＡ）途径，使黑素

细胞黑素合成、分泌增加［５］。αＭＳＨ在刺激黑素合

成增加的同时，优先刺激优黑素合成，并促进黑素体

扩散，在黑素细胞、角质形成细胞内呈“核上帽”形成

分布。

　　αＭＳＨ还可促进黑素细胞树突的形成，而黑素

细胞是通过树突与角质形成细胞相连，这样使黑素

小体更易转运到角质形成细胞中［６］；黑素转运的加

速，通过反馈机制又进一步加速了黑素的合成，且树

突状的黑素细胞更能抵抗凋亡［７］。

　　αＭＳＨ同时也是一种内源性神经免疫调节肽，

具有抗炎性细胞因子效应，能保护黑素细胞免受细

胞介导的细胞毒性作用，同时亦能抑制肿瘤坏死因

子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）在黑素细胞上诱导

胞间粘连分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，

ＩＣＡＭ１）的表达，同时能保护黑素细胞免受超氧化

物损害［８９］。故αＭＳＨ在自体移植皮片中的过度表

达可增加表皮黑素细胞在应激状态下的生存率，刺

激大量优黑素的合成、分泌，并促进优黑素小体的转

运扩散，使皮片呈过度色素沉着表现。

　　目前已知紫外线是一种重要的皮肤色素沉着刺

激因素，αＭＳＨ可以调节紫外线对黑素细胞树突的

影响，并且可以作为紫外线诱导黑素合成的旁分泌

介导物，同时紫外线能上调黑素细胞、角质形成细胞

上 ＭＣ１Ｒ的功能和表达，并使αＭＳＨ 和 ＭＣ１Ｒ
协同性增加［１０］，故紫外线和αＭＳＨ 可协同作用增

强黑素细胞合成黑素的作用，使皮片色素沉着更趋

明显。本组实验所取标本均处于颈部，为相对暴露

部位，易受日光紫外线的刺激，这既可增强皮片中α

ＭＳＨ表达，又可与皮片中αＭＳＨ协同作用加速黑

素合成，使自体移植皮片呈过度色素沉着表现。处

于非暴露部位皮片，较少受日光紫外线刺激，其皮片

中αＭＳＨ的表达与皮片色素沉着程度是否具有相

关性目前还不清楚，有待于进一步研究观察。

　　自体皮片移植后过度色素沉着的机制比较复

杂，可能是多种原因相互作用的结果。本组研究结

果显示αＭＳＨ在自体移植皮片中呈过度表达，皮片

中黑色素的含量与αＭＳＨ的表达量呈正相关，与临

床上观察到大部分自体移植皮片呈过度色素沉着表

现相一致，表明αＭＳＨ在自体移植皮片中的高表达

能使皮片中黑色素含量增加，在自体移植皮片过度

色素沉着中起重要调控作用，但其确切机制仍有待

于进一步研究。
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ｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００５，１４６：５３２５４３．

［５］　ＴｓａｔｍａｌｉＭ，ＡｎｃａｎｓＪ，ＴｈｏｄｙＡＪ．Ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄ

ｉｔｓｃｏｎｔｒｏｌｂｙｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＪＨｉｓｔｏｃｈｅｍ Ｃｙｔｏ

ｃｈｅｍ，２００２，５０：１２５１３４．
［６］　ＣａｒｄｉｎａｌｉＧ，ＣｅｃｃａｒｅｌｌｉＳ，Ｋｏｖａｃｓ Ｄ，ｅｔａｌ．Ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｐｒｏｍｏｔｅｓｍｅｌａｎｏｓｏｍｅｔｒａｎｓｆｅｒｔｏｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ
［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２００５，１２５：１１９０１１９９．

［７］　ＬｅｉＴＣ，ＶｉｒａｄｏｒＶＭ，ＶｉｅｉｒａＷＤ，ｅｔａｌ．Ａｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｋｅｒａ

ｔｉｎｏｃｙｔｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｍｏｄｅｌｔｏａｓｓｅｓｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｏｆｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎ

ｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００２，３０５：２６０２６８．
［８］　ＫａｄｅｋａｒｏＡＬ，ＫａｖａｎａｇｈＲ，ＫａｎｔｏＨ，ｅｔａｌ．ａｌｐｈａＭｅｌａｎｏｃｏｒ

ｔｉｎａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１ａｃｔｉｖａｔｅａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｒｅｄｕｃｅ
ＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００５，

６５：４２９２４２９９．
［９］　ＨｅｄｌｅｙＳＪ，ＧａｗｋｒｏｄｇｅｒＤＪ，ＷｅｅｔｍａｎＡＰ，ｅｔａｌ．αＭｅｌａｎｏ

ｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒ
ｍａｌｃｕｔａｎｅｏｕｓｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓａｎｄｉｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
［Ｊ］．ＢｒｉｔＪＤｅｒｍａｔｏｌ，１９９８，１３８：５３６５４３．

［１０］ＳｃｏｔｔＭＣ，ＳｕｚｕｋｉＩ，ＡｂｄｅｌＭａｌｅｋＺＡ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｕ

ｍａｎｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｍｅｌａｎｏ

ｃｙｔｅｓｂｙｐａｒａｃｒｉｎｅａｎｄｅｎｄｏｃｒｉｎｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｂｙｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｄｉ

ａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｉｇｍｅｎｔＣｅｌｌＲｅｓ，２００２，１５：４３３４３９．
［收稿日期］　２００６１２２０　　 ［修回日期］　２００７０２０１
［本文编辑］　曹　静


