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..%摘要&.目的.探讨长链非编码 $%&二磷酸腺苷依赖的葡萄糖激酶反义 $%&-'!"#$%&&'()*+&,-(

对人视网膜母细胞瘤'$A(细胞增生)迁移和侵袭的影响及其调控机制*.方法.收集 /3-B 年 / 月至 /3-C 年
-- 月在驻马店市中心医院和郑州大学第一附属医院接受$A手术治疗的 $A患者 0D 例 0D 眼的术中瘤旁组织
和瘤体组织标本$采用实时荧光定量 (E$法检测 &'()*+&,- 和 68$+2/0 在标本组织中的相对表达量* 体外
培养人 $A细胞 F+BD$将培养细胞分为小干扰 $%&正常对照组'G8$%&+%E组()G8$%&+&'()*+&,- 组)微小
$%&正常对照组 '68$+%E组()68$+2/0 组)G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%E组和 G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+
68$+2/0 组$采用 JKK法检测各组细胞增生率"采用 KL7"GMN!!小室实验检测各组细胞迁移及侵袭数"采用双
荧光素酶报告实验检测 F+BD 细胞中 &'()*+&,- 和 68$+2/0 的靶向关系"采用 ONGINL" 9!@I法检测不同干预
组细胞中 *8+2B)基质金属蛋白酶 'JJ((+/ 和 JJ(+D 蛋白表达量*.结果.与瘤旁组织比较$$A组织中
&'()*+&,- 相对表达量升高$68$+2/0 相对表达量明显降低$差异均有统计学意义'!P13Q4//)1CQ1DB$均 "R
3Q3-("与 G8$%&+%E组比较$G8$%&+&'()*+&,- 组细胞中 *8+2B 蛋白相对表达量明显下降$F+BD 细胞增生 #

值显著降低$差异均有统计学意义 '!P/2QC00)-CQ4//$均 "R3Q3-("G8$%&+&'()*+&,- 组细胞中 JJ(+/ 和
JJ(+D 蛋白相对表达量明显低于 G8$%&+%E组$差异均有统计学意义'!P//Q-/0)/2Q-C0$均 "R3Q3-("G8$%&+
&'()*+&,- 组迁移细胞数和侵袭细胞数均明显少于 G8$%&+%E组$差异均有统计学意义'!P-/Q0C4)-DQ/3-$

均 "R3Q3-("双荧光素酶报告实验证实 &'()*+&,- 可靶向结合 68$+2/0"68$+2/0 组细胞中 *8+2B)JJ(+/)
JJ(+D 蛋白相对表达量明显低于 68$+%E组$差异均有统计学意义'!P//Q-0B)//Q/33)/-Q3D1$均 "R3Q3-("

与 68$+%E组比较$68$+2/0 组 F+BD 细胞增生 #值显著降低且迁移细胞数和侵袭细胞数均明显减少$差异均
有统计学意义 '!P-2Q0DC)--Q133)-BQC12$均 "R3Q3-("G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组细胞中 *8+2B)
JJ(+/ 和 JJ(+D 蛋白相对表达量均明显高于 G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%E组$差异均有统计学意义'!P

/3QBD4)-BQ1D0)/0Q1BD$均 "R3Q3-("与 G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%E组比较$G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+
68$+2/0 组增生 #值明显升高且迁移细胞数及侵袭细胞数明显增多$差异均有统计学意义 '!P-4Q233)
-1Q1D4)-BQC44$均 "R3Q3-(*.结论.敲低 #$"%&'#() 基因可抑制 $A细胞增生)迁移和侵袭$其作用机制与
68$+2/0 的表达上调有关*.
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..视网膜母细胞瘤'LNI8"@9!7GI@67$$A(是临床上常
见的眼内原发性恶性肿瘤$严重威胁患者生命$早期发
现并及时治疗可提高患者生存率* $A的发病机制尚
未完全阐明$但研究发现长链非编码 $%&' !@"Z
"@"#@[8"Z$%&$ !"#$%&() 微 小 $%& ' 68#L@$%&$
68$%&(表达变化与 $A的发生和发展密切相关$如
68$+/4+0X 和 68$+1D1 通过调控 (T0*U&*K信号通路
促进 $A的进展 + -f/, $68$+-11 可作为 $A诊断的标志
物

+ 0, $ 68$+-/D+4X) 68$+D02 和 68$+4DC 通 过 减 弱
(T0*U&\I通路的作用来抑制 $A细胞的生物学行
为

+ 1f2, $沉默 !"#$%&&%$Te可通过调控 68$+DD7来抑
制 $A细胞增生 + B, $68$+-C1 可增强 $A对化学疗法的
敏感性

+ C, $68$+/-1+0X 通过靶向 &AEA- 和 gT&(来调

控 $A细胞凋亡 + D, $此外 68$+-CC+4X)68$+/-C+4X 和
68$+/-C+4X 也 参 与 $A 细 胞 的 凋 亡 过 程

+ -3+-/, *
!"#$%&在 $A中表达异常$可能参与细胞增生)迁移
等生 物 学 行 为 变 化 过 程* 研 究 表 明$ 在 $A中
!"#33-4/)!"#$%&J&e&K- 和 !"#$%&K(B0+&,- 表达
上调$可促进细胞增生)迁移及侵袭 + -0f-4, * !"#$%&
&'()*+&,- 在胰腺癌组织中的表达水平升高$并通过
激活锌指 5+盒结合同源异形盒+- 促进胰腺癌进展+-2, *

靶基因预测显示$二磷酸腺苷依赖的葡萄糖激酶反义
$%&- ' 7[N"@G8"N [8X<@GX<7IN+[NXN"[N"I Z!:#@\8"7GN
7"I8GN"GN$%&-$&'()*+&,-(与 68$+2/0 存在结合位
点$68$+2/0 在胰腺癌中表达水平降低$并可通过抑制
基质金属蛋白酶 -'67IL8W6NI7!!@XL@IN8"7GN-$JJ(-(
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的表达而抑制胰腺癌细胞的转移
+ -B, $推测 &'()*+

&,- 与 68$+2/0 的结合对 $A也可发挥类似的作用$
但其具体分子机制尚未阐明* 本研究探讨 &'()*+
&,- 对 $A细胞生物学行为的调控作用及其机制$以期
为 $A的治疗提供新的靶点*

8?材料与方法

8?8.材料
8?8?8.$A组织标本收集及 F+BD 细胞来源.收集
/3-B 年 / 月至 /3-C 年 -- 月在驻马店市中心医院和郑
州大学第一附属医院接受 $A手术的 0D 例 0D 眼患者
的术中瘤体组织及瘤旁组织标本$其中男 /3 例$女 -D
例"年龄 0h-3 岁$平均'2Q04i/Q04(岁* 所有患者术
中切除的眼内肿瘤组织标本经组织病理学检查证实为

$A$将标本置于液氮中迅速冷冻$并转入fC3 j超低
温冰箱内保存* 本研究经郑州大学第一附属医院医学
伦理委员会审批 '批文号#/3-B+*F+B0(并遵循 -赫尔
辛基宣言.$所有患者监护人了解本研究方法及其标
本再使用目的并自愿签署知情同意书* 人 $A细胞株
F+BD 细胞购自上海中乔新舟生物科技有限公司*
8?8?G.主要试剂及仪器.'J5J培养液'杭州吉诺
生物医药技术有限公司("e8X@YN#I768"N/333 '北京赛
因百奥生物技术有限公司("小干扰 $%&正常对照
' G67!!8"INLYNL8"Z $%&+"@L67!#@"IL@!$ G8$%&+%E()
G8$%&+&'()*+&,-)微小 $%&正常对照 '68#L@$%&+
"@L67!#@"IL@!$ 68$+%E() 68$+2/0 拟似物 ' 68$+2/0
6868#G()7"I8+68$+%E)7"I8+68$+2/0 '广州锐博生物科
技有限公司 (" KL8;@!试剂 '美国 T"]8IL@ZN" 公司 ("
#'%&合成与实时荧光定量 (E$试剂 '美国 K<NL6@
8̀G<NL公司("JKK试剂 '上海歌凡生物科技有限公
司("兔抗人 *8+2B 一抗 ' D11D()兔抗人 JJ(+/ 一抗
'13DD1()兔抗人 JJ(+D 一抗 ' -022B( '美国 E,K公
司("辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 TZ)二抗
'79-B/B03( '美国 &9#76公司(* KL7"GMN!!小室 '南
京迅贝生物科技有限公司("J7IL8ZN!基质胶 '上海伟
进生物科技有限公司("&ATB433 型荧光定量 $E$仪
'美国 &AT公司(*
8?G.方法
8?G?8.细胞培养及分组.将 F+BD 细胞接种于 D2 孔
板$细胞密度为 /Q4k-34

个U6!$-33 !!U孔$细胞培养
/1 <* 待细胞培养至 C3l融合$按照实验目的分别将
细胞分为 G8$%&+%E组)G8$%&+&'()*+&,- 组)68$+
%E组)68$+2/0 组)G8$%&+&'()*+&,- H7"I8+68$+%E
组和 G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组$依据分组方

法分别将相应质粒各 -3 !!加入培养基以转染F+BD 细
胞$将培养基更换为含体积分数 -3l胎牛血清的正常
培养液$继续培养 1C <*
8?G?G.d$K+(E$法测定细胞中 &'()*+&,-和 68$+2/0
相对表达量.分别提取瘤旁组织)$A组织及各组 F+BD
细胞总$%&$检测$%&浓度$将总$%&逆转录为 #'%&$
以#'%&为模板进行荧光定量 (E$反应* &'()*+&,-
正向引物为 4/+)EE)&K)KE)&E&E&&)E)+0/$反向引
物为 4/+&)E&&&K)K)KKEEE&KEEEK+0/"68$+2/0 正
向引物为 4 /+)EE)&)K)))KK)KE))))&E)+0/$反
向引物为 4/+E&)K)E)K)K)KE)K))&)K+0/"c2 正
向引物为 4/+&KK))&&E)&K&E&)&)&&)&KK+0/$反
向引物为 4/+))&&E)EKKE&E)&&KKK)+0/"磷酸甘
油醛脱氢酶 'Z!=#NL7![N<=[NX<@GX<7IN[N<=[L@ZN"7GN$
)&('a(正向引物为 4/+&&E))&KKK))KE)K&KK)+
0/$反向引物为 4 /+))&&)&K))K)&K)))&KK+0/*
反应体系#-3 倍 (E$缓冲液 /Q4 !!$JZ,S1 /Q4 !!$
[%K(G/Q4 !!$正反向引物各 3Q4 !!$#'%& /Q3 !!$
$%7GN+̀LNN[[a/S补足体系至 /4Q3 !!* 反应条件#
D4 j预反应 / 68"" D4 j反应 03 G$ 4D j退火 03 G$
B/ j延伸 03 G$共 02 次循环* &'()*+&,- 测定以
)&('a为内参$68$+2/0 测定以 c2 为内参* 采用
/f!!EI

法检测 &'()*+&,- 和 68$+2/0 相对表达量*
8?G?H.JKK法评估各组细胞活力.将各组 F+BD 细
胞接种于 D2 孔板$ 细胞密度为 /Q4 k-34

个U6!$
-33 !!U孔$细胞培养 /1 <* 待细胞培养至 C3l融合$
将 JKK溶液加入培养液$/3 !!U孔$继续培养 1 <* 离
心半径 2 #6$0 333 LU68" 离心 4 68"$弃上清$加入二
甲基亚砜$-43 !!U孔$避光振荡孵育 4 68"$采用酶标
仪检测波长为 1D3 "6处各孔吸光度'#(值*
8?G?I.KL7"GMN!!小室实验检测各组迁移和侵袭的细
胞数.取各组 F+BD 细胞$细胞密度为 /Q4k-34

个U6!$
加入 KL7"GMN!!小室上室$ /33 !!U孔$下室加入含有
-3l胎牛血清的培养液$233 !!U孔$培养 /1 <* 培养液
中滴加质量分数 -3l多聚甲醛溶液固定 /3 68"$滴加
结晶紫染液$作用 -3 68"$光学显微镜下观察迁移细胞
数* 将 J7IL8ZN!基质胶稀释液加入上室$13 !!U孔$继
续培养细胞 1 <$后续实验同细胞迁移实验$光学显微
镜下观察侵袭细胞数*
8?G?J.双荧光素酶报告实验测定 OK+&'()*+&,- 和
JcK+&'()*+&,- 酶活性.e"#A7GN(LN[8#IN[ ]Q/ 预
测显示 &'()*+&,- 与 68$+2/0 存在结合位点'图 -($
分别构建野生型载体 OK+&'()*+&,- 与突变型载体
JcK+&'()*+&,-$分别将 68$+%E)68$+2/0 6868#G与

!D3/!中华实验眼科杂志 /3/- 年 0 月第 0D 卷第 0 期.E<8" 5̂WX SX<I<7!6@!$J7L#< /3/-$_@!?0D$%@?0
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OK+&'()*+&,-)JcK+&'()*+&,- 加入培养液共转染
F+BD细胞$继续培养 /1 <* 采用双荧光素酶报告基因检
测系统检测$按照双荧光素酶报告基因试剂盒说明书$应
用酶标仪检测萤火虫与海肾荧光值$以海肾荧光值作为
内参$测定 OK+&'()*+&,- 和 JcK+&'()*+&,- 酶活
性* 分 别 将 X#'%&) X#'%&+&'()*+&,-) G8$%&+%E)
G8$%&+&'()*+&,-转染至F+BD细胞中继续培养 /1 <$并
采用荧光定量(E$法测定细胞中68$+2/0表达*

WT�ADPGK�AS1 5’aaucguAUCCCCAAAUAGAGGGAU3’

miR�623 3’ guUGUCGGGGACGUUCCCUA5’

MUT�ADPGK�AS1 5’aaucguGUCCAUAAAUAGGAAUGC3’

WT�ADPGK�AS1 5’aaucguAUCCCCAAAUAGAGGGAU3’

miR�623 3’ guUGUCGGGGACGUUCCCUA5’

MUT�ADPGK�AS1 5’aaucguGUCCAUAAAUAGGAAUGC3’

图 8?12345’178 的序列中含有与 =$/6LGH 互补的核苷酸序列.
OK#野生型"68$#微小 $%&"JcK#突变型"&'()*+&,-#二磷酸腺苷
依赖的葡萄糖激酶反义 $%&-
E$9<(*8 ? M#*-*N<*",*'+123456178 ,'"&:$"*>: "<,.*'&$>*
-*N<*",* ,'=F.*=*"&:() &' =$/6LGH . OK# M8![ I=XN" 68$#
68#L@$%&" JcK# 6:I7"II=XN" &'()*+&,-# 7[N"@G8"N [8X<@GX<7IN+
[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN7"I8GN"GN$%&-

8?G?L.ONGINL" 9!@I法测定细胞中 *8+2B)JJ(+/ 和
JJ(+D 蛋白表达.取各组 F+BD 细胞$加入 133 !!
$T(&裂解液提取细胞总蛋白$采用 AE&法测定蛋白
浓度$取 03 !Z蛋白样品进行 ,',+(&)5电泳反应$转
膜$封闭$分别滴加 *8+2B)JJ(+/ 和 JJ(+D 与内参
)&('a一抗稀释液'均 - m- 333($1 j孵育 /1 <$KA,

洗涤$滴加相应二抗稀释液 ' - m/ 333($室温下孵育
- <$KA,K洗涤$5Ee显色$暗室内曝光显影$用 T67ZN̂

软件分析各条带灰度值* 目的蛋白相对表达量P目的
蛋白表达灰度值U)&('a灰度值*
8?H.统计学方法

采用 ,(,, /-Q3 统计学软件进行统计分析* 计量
资料的数据经 ,<7X8L@+O8!\ 检验证实呈正态分布$以
6N7"i,'表达* 采用均衡分组单因素干预研究设计$

瘤旁组织与 $A组织中 !"#$%&&'()*+&,- 和 68$+
2/0 6$%&相对表达量差异比较采用配对 !检验$不同
干预的 / 个组间各检测指标差异比较采用独立样本 !

检验$多组间评估指标差异比较采用单因素方差分析$

组间的多重比较采用 ,%*+R检验* "R3Q34 为差异有
统计学意义*

G?结果

G?8.&'()*+&,- 和 68$+2/0 在人 $A组织中的表达
与瘤旁组织比较$$A组织中 &'()*+&,- 相对表达

量明显升高$68$+2/0 相对表达量明显降低$差异均有统
计学意义'!P13Q4//$"R3Q3-"!P1CQ1DB$"R3Q3-('表 -(*

表 8?/O组织与瘤旁组织中 123456178 和 =$/6LGH
相对表达量比较'=*:"P72(

M:%.*8?C'=F:($-'"'+(*.:&$;**QF(*--$'".*;*.-'+
123456178 :">=$/6LGH %*&D**"/O&$--<*:">

:>A:,*"&&$--<*'=*:"P72(

组别 样本量
&'()*+&,-
相对表达量

68$+2/0
相对表达量

瘤旁组织 0D -Q33i3Q3B -Q33i3Q32

$A组织 0D /Q42i3Q/0 3Q11i3Q31

!值 13Q4// 1CQ1DB

"值 R3Q3- R3Q3-

.注#'配对 !检验(.$A#视网膜母细胞瘤"&'()*+&,-#二磷酸腺苷
依赖的葡萄糖激酶反义 $%&-"68$#微小 $%&
.%@IN# ' (78LN[ !INGI( . $A# LNI8"@9!7GI@67" &'()*+&,-# 7[N"@G8"N
[8X<@GX<7IN+[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN7"I8GN"GN$%&-"68$#68#L@$%&

G?G.不同G8$%&转染组F+BD 细胞增生相关指标变化
ONGINL" 9!@I检测发现$G8$%&+&'()*+&,- 组细

胞中 *8+2B 蛋白表达条带强度较 G8$%&+%E组减弱'图
/($*8+2B 蛋白相对表达量明显低于 G8$%&+%E组$差
异有统计学意义 '!P/2QC00$"R3Q3-("与 G8$%&+%E
组比较$G8$%&+&'()*+&,- 组 F+BD 细胞增生 #值明
显降低$差异有统计学意义'!P-CQ4//$"R3Q3-('表 /(*
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1 2
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袭
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1 2

图 G?不同 -$/01转染组 26ST 细胞增生及生物学行为相关指标比
较.&#ONGINL" 9!@I检测显示 G8$%&+&'()*+&,- 组细胞中 *8+2B)
JJ(+/和 JJ(D 蛋白表达条带明显弱于 G8$%&+%E组.A#不同质
粒转染组迁移和侵袭情况 '结晶紫 k/33$标尺P/33 !6(.G8$%&+
&'()*+&,- 组迁移和侵袭细胞数少于 G8$%&+%E组.-#G8$%&+%E
组"/#G8$%&+&'()*+&,- 组.JJ(#基质金属蛋白酶")&('a#磷酸
甘油醛脱氢酶"G8$%&#小干扰 $%&"%E#正常对照"&'()*+&,-#二
磷酸腺苷依赖的葡萄糖激反义 $%&-
E$9<(*G ? C'=F:($-'"'+26ST ,*..-F('.$+*(:&$'":">%$'.'9$,:.
%*#:;$'(6(*.:&*>$">$,:&'(-$">$++*(*"&-$/01&(:"-+*,&$'"9('<F-.
&#*8+2B$JJ(+/ 7"[ JJ(D XL@IN8" NWXLNGG8@" 97"[G8" I<NG8$%&+
&'()*+&,- ZL@:X MNLNG8Z"8Y8#7"I!=MN7\NLI<7" I<@GN8" I<NG8$%&+%E
ZL@:X.A#K<N68ZL7I8@" 7"[ 8"]7G8@" @Y[8YYNLN"IX!7G68[ IL7"GYN#I8@"
ZL@:XG'#L=GI7!]8@!NIk/33$G#7!N97LP/33 !6(.K<N":69NL@Y68ZL7I8"Z
7"[ 8"]7[8"Z#N!!G8" I<NG8$%&+&'()*+&,- ZL@:X M7G!NGGI<7" I<7I8" I<N
G8$%&+%E ZL@:X . -#G8$%&+%E ZL@:X" /#G8$%&+&'()*+&,- ZL@:X .
JJ(# 67IL8W 6NI7!!@XL@IN8"7GN" )&('a# Z!=#NL7![N<=[N X<@GX<7IN
[N<=[L@ZN"7GN"G8$%&#G67!!8"INLYNL8"Z$%&"%E#"@L67!#@"IL@!"&'()*+
&,-#7[N"@G8"N[8X<@GX<7IN+[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN7"I8GN"GN$%&-
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表 G?不同 -$/01转染组细胞增生相关指标比较'=*:"P72(
M:%.*G?C'=F:($-'"'+,*..F('.$+*(:&$'"6(*.:&*>$">*Q*-$"

>$++*(*"&-$/01&(:"-+*,&$'"9('<F-'=*:"P72(

组别 样本量
&'()*+&,-
相对表达量

细胞增生值

'#(
*8+2B 蛋白
相对表达量

G8$%&+%E组 D -Q33i3Q34 3QB-i3Q34 3Q4Bi3Q31

G8$%&+&'()*+&,- 组 D 3Q0Bi3Q30 3Q04i3Q30 3Q-Bi3Q3/

!值 0/Q1-0 -CQ4// /2QC00

"值 R3Q3- R3Q3- R3Q3-

.注#'独立样本 !检验(.G8$%&#小干扰 $%&"%E#正常对照"&'()*+
&,-#二磷酸腺苷依赖的葡萄糖激酶反义 $%&-
.%@IN#'T"[NXN"[N"IG76X!N!INGI(.G8$%&#G67!!8"INLYNL8"Z$%&"%E#
"@L67!#@"IL@!"&'()*+&,-#7[N"@G8"N[8X<@GX<7IN+[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN
7"I8GN"GN$%&-

G?H.不同G8$%&转染组F+BD 细胞生物学行为相关指
标比较

ONGINL" 9!@I检测结果显示$G8$%&+&'()*+&,-
组细胞中 JJ(+/ 和 JJ(D 蛋白表达条带强度均明显
弱于G8$%&+%E组$G8$%&+&'()*+&,- 组F+BD 细胞迁
移数目和侵袭数目均少于 G8$%&+%E组 '图 / (*
G8$%&+&'()*+&,- 组细胞中 JJ(+/ 和 JJ(+D 蛋白
相对表达量均明显低于 G8$%&+%E组$差异均有统计学
意义'!P//Q-/0$"R3Q3-"!P/2Q-C0$"R3Q3-("KL7"GMN!!
小室实验结果显示$G8$%&+&'()*+&,- 组迁移细胞数
和侵袭细胞数均明显少于 G8$%&+%E组$差异均有统计
学意义'!P-/Q0C4$"R3Q3-"!P-DQ/3-$"R3Q3-('表 0(*

表 H?不同 -$/01转染组细胞生物学行为相关指标比较
'=*:"P72(

M:%.*H?C'=F:($-'"'+%$'.'9$,:.%*#:;$'(6(*.:&*>$">*Q*-'+
,*..-$">$++*(*"&-$/01&(:"-+*,&$'"9('<F-'=*:"P72(

组别
样本

量

迁移细胞

数'个(
侵袭细胞

数'个(
JJ(+/蛋白
相对表达量

JJ(+D蛋白
相对表达量

G8$%&+%E组 D D4QD0iBQCB C3Q32i4Q21 3Q2Di3Q34 3QC-i3Q34

G8$%&+&'()*+&,- 组 D 4BQ0Bi4Q30 0CQD0i0Q3C 3Q/2i3Q30 3Q01i3Q3/

!值 -/Q0C4 -DQ/3- //Q-/0 /2Q-C0

"值 R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3-

.注#'独立样本 !检验(.G8$%&#小干扰 $%&"%E#正常对照"JJ(#基
质金属蛋白酶"&'()*+&,-#二磷酸腺苷依赖的葡萄糖激酶反义 $%&-
.%@IN#'T"[NXN"[N"IG76X!N!INGI(.G8$%&#G67!!8"INLYNL8"Z$%&"%E#
"@L67!#@"IL@!" JJ(# 67IL8W6NI7!!@XL@IN8"7GN" &'()*+&,-# 7[N"@G8"N
[8X<@GX<7IN+[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN7"I8GN"GN$%&-

G?I.&'()*+&,- 靶向调控 68$+2/0 的表达
与 68$+%E 组 比 较$ 68$+2/0 组 细 胞 中 OK+

&'()*+&,- 荧光素酶活性明显下降$差异有统计学意

义 ' !P-1QD/2$ "R3Q3- ($ / 个组间细胞中 JcK+
&'()*+&,- 荧光素酶活性比较差异无统计学意义
'!P3Q24-$"P3Q4/1 ( '表 1 (* 与 X#'%&组比较$
X#'%&+&'()*+&,- 组 68$+2/0 的相对表达量降低$

差异有统计学意义'"R3Q34("与 G8$%&+%E组比较$
G8$%&+&'()*+&,- 组 68$+2/0 相对表达量升高$差异
有统计学意义'"R3Q34('表 4(*

表 I?G 个组 UM6123456178 和 BVM6123456178
荧光素酶活性比较'=*:"P72(

M:%.*I?C'=F:($-'"'+.<,$+*(:-*:,&$;$&) '+UM6123456178
:">BVM6123456178 %*&D**"&#*&D' 9('<F-'=*:"P72(

组别 样本量
OK+&'()*+&,-

酶活性

JcK+&'()*+&,-
酶活性

68$+%E组 D -Q30i3Q3D -Q3-i3Q3B

68$+2/0 组 D 3Q41i3Q31 3QDDi3Q32

!值 -1QD/2 3Q24-

"值 R3Q3- 3Q4/1

.注#'独立样本 !检验(.OK#野生型"&'()*+&,-#二磷酸腺苷依赖
的葡萄糖激酶反义 $%&-"JcK#突变型"68$#微小 $%&"%E#正常对照
. %@IN# ' T"[NXN"[N"IG76X!N!INGI( . OK# M8![ I=XN" &'()*+&,-#
7[N"@G8"N[8X<@GX<7IN+[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN 7"I8GN"GN $%& -" JcK#
6:I7"II=XN"68$#68#L@$%&"%E#"@L67!#@"IL@!

表 J?各组细胞中 =$/6LGH 相对表达量比较'=*:"P72(
M:%.*J?C'=F:($-'"'+(*.:&$;**QF(*--$'".*;*.-'+=$/6LGH

:='"9 ;:($'<-9('<F-'=*:"P72(

分组 样本量
68$+2/0
相对表达量

X#'%&组 D -Q33i3Q34

X#'%&+&'()*+&,- 组 D 3Q4-i3Q317

G8$%&+%E组 D 3QDDi3Q32

G8$%&+&'()*+&,- 组 D /QDBi3Q/49

I值 2-/Q--4

"值 R3Q3-

.注#与 X#'%&组比较$7"R3Q34"与 G8$%&+%E组比较$9"R3Q34'单因
素方差分析$K:\N=检验( .68$#微小 $%&" X#'%&#质粒载体 '%&"
&'()*+&,-#二磷酸腺苷依赖的葡萄糖激酶反义 $%&-"G8$%&#小干扰
$%&"%E#正常对照
.%@IN#E@6X7LN[ M8I< X#'%&ZL@:X$7"R3Q34"#@6X7LN[ M8I< G8$%&+%E
ZL@:X$9"R3Q34 ' S"N+M7=&%S_&$ K:\N=INGI( . 68$# 68#L@$%&"
X#'%&# X!7G68[ #7LL8NL '%&" &'()*+&,-# 7[N"@G8"N [8X<@GX<7IN+
[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN7"I8GN"GN$%&-"G8$%&#G67!!8"INLYNL8"Z$%&"%E#
"@L67!#@"IL@!

G?J.不同 68$%&转染组 F+BD 细胞活力比较
ONGINL" 9!@I检测结果显示$68$+2/0 组细胞中 *8+
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2B)JJ(+/)JJ(+D 蛋白表达条带明显弱于 68$+%E
组$68$+2/0 组 *8+2B)JJ(+/)JJ(+D 蛋白相对表达量
明显低于 68$+%E组$差异均有统计学意义 ' !P
//Q-0B)//Q/33)/-Q3D1$均 "R3Q3-("与 68$+%E组比
较$68$+2/0 组细胞增生 #值降低$差异有统计学意义
'!P-2Q0DC$"R3Q3-(* KL7"GMN!!小室实验结果显示$
68$+2/0 组迁移细胞数和侵袭细胞数均明显少于 68$+
%E组$差异均有统计学意义'!P--Q133)-BQC12$均"R
3Q3-('图 0$表 2(*
G?L.68$+2/0 与 &'()*+&,- 联合作用下 F+BD 细胞
生物学行为变化

ONGINL" 9!@I检测显示$G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+
68$+2/0 组细胞中 *8+2B)JJ(+/ 和 JJ(+D 蛋白相对
表达量均明显高于 G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%E
组$差异均有统计学意义'!P/3QBD4)-BQ1D0)/0Q1BD$
均 "R3Q3-(* 与 G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%E组
比较$G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组 #值明显升
高$差异有统计学意义 '!P-4Q233$"R3Q3-("G8$%&+
&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组迁移细胞数及侵袭细胞
数明显增多$ 差异均有统计学意义 ' !P-1Q1D4)
-BQC44$均 "R3Q3-('图 1$表 B(*
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图 H?不同 =$/01转染组 26ST 细胞增生和移行相关指标比较.&H
ONGINL" 9!@I检测显示$68$+%E组细胞中 *8+2B)JJ(+/ 和 JJ(D 蛋白
表达条带弱于68$+%E组.AH不同微小$%&转染组F+BD 细胞迁移和
侵袭情况'结晶紫 k/33$标尺P/33 !6(.68$+2/0 组迁移和侵袭细胞
数少于 68$+%E组.-H68$+%E组"/H68$+2/0 组.JJ(H基质金属蛋
白酶")&('aH磷酸甘油醛脱氢酶"68$H微小 $%&"%EH正常对照
E$9<(*H ? C'=F:($-'" '+26ST ,*..F('.$+*(:&$'" :">=$9(:&$'"
(*.:&*>$">$,:&'(-%*&D**"&#*&D' >$++*(*"&=$/01 &(:"-+*,&$'"
9('<F-.&HONGINL" 9!@I7GG7=G<@MN[ I<7II<NXL@IN8" NWXLNGG8@" 97"[G
@Y*8+2B$JJ(+/ 7"[ JJ(+D 8" I<N68$+%EZL@:X MNLNMN7\NLI<7"
I<@GN8" I<N68$+%EZL@:X.AHE@6X7L8G@" @YF+BD #N!!68ZL7I8@" 7"[
8"]7G8@" GI7I:G9NIMNN" 68$+2/0 ZL@:X 7"[ 68$+%EZL@:X '#L=GI7!]8@!NI
k/33$G#7!N97LP/33 !6(.K<N":69NL@YI<N68ZL7I8"Z7"[ 8"]7["Z
#N!!GM7G!NGG8" I<N68$+2/0 ZL@:X #@6X7LN[ M8I< 68$+%EZL@:X.-H
68$+%EZL@:X" /H 68$+2/0 ZL@:X . JJ(H 67IL8W6NI7!!@XL@IN8"7GN"
)&('aHZ!=#NL7![N<=[NX<@GX<7IN[N<=[L@ZN"7GN"68$H68#L@$%&"%EH
"@L67!#@"IL@!

表 L?不同 =$/01转染组 26ST 细胞增生和移行相关指标比较'=*:"P72(
M:%.*L?C'=F:($-'"'+26ST ,*..F('.$+*(:&$'":">=$9(:&$'"(*.:&*>$">$,:&'(-%*&D**"

&#*&D' >$++*(*"&=$/01&(:"-+*,&$'"9('<F-'=*:"P72(

组别 样本量
68$+2/0
相对表达量

细胞

增生值'#(
迁移细胞

数'个(
侵袭细胞

数'个(
*8+2B 蛋白
相对表达量

JJ(+/ 蛋白
相对表达量

JJ(+D 蛋白
相对表达量

68$+%E组 D -Q33i3Q32 3QB1i3Q34 DDQD/iCQ21 C2Q1-i4Q/4 3Q4Ci3Q31 3Q2Ci3Q31 3QC0i3Q34

68$+2/0 组 D /Q2Di3Q// 3Q0Di3Q31 2/QD/i1Q1D 11QBBi1Q20 3Q/4i3Q3/ 3Q0-i3Q30 3Q1/i3Q30

!值 //Q/00 -2Q0DC --Q133 -BQC12 //Q-0B //Q/33 /-Q3D1

"值 R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3-

.注H'独立样本 !检验(.68$H微小 $%&"%EH正常对照"JJ(H基质金属蛋白酶

.%@INH'T"[NXN"[N"IG76X!N!INGI(.68$H68#L@$%&"%EH"@L67!#@"IL@!"JJ(H67IL8W6NI7!!@XL@IN8"7GN

表 S?G 个组 26ST 细胞增生和生物学行为相关指标比较'=*:"P72(
M:%.*S?C'=F:($-'"'+26ST ,*..F('.$+*(:&$'":">%$'.'9$,:.%*#:;$'(6(*.:&*>$">*Q*-%*&D**"&#*&D' 9('<F-'=*:"P72(

组别 样本量
68$+2/0
相对表达量

细胞增生

值'#(
迁移细胞

数'个(
侵袭细胞

数'个(
*8+2B 蛋白
相对表达量

JJ(+/ 蛋白
相对表达量

JJ(+D 蛋白
相对表达量

G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%E组 D -Q33i3Q34 3Q01i3Q30 42Q01i1Q11 04QCDi0Q00 3Q-4i3Q3/ 3Q/4i3Q30 3Q00i3Q3/

G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组 D 3Q4Di3Q34 3Q23i3Q31 C2Q11i1Q0B B3Q22i1QC3 3Q12i3Q31 3Q4Di3Q34 3Q2Ci3Q31

!值 -BQ0D4 -4Q233 -1Q1D4 -BQC44 /3QBD4 -BQ1D0 /0Q1BD

"值 R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3- R3Q3-

.注H'独立样本 I检验(.G8$%&H小干扰 $%&"68$H微小 $%&"%EH正常对照"JJ(H基质金属蛋白酶"&'()*+&,-H二磷酸腺苷依赖的葡萄糖激酶反
义 $%&-
.%@INH'T"[NXN"[N"IG76X!N!INGI( .G8$%&HG67!!8"INLYNL8"Z$%&"68$H68#L@$%&"%EH "@L67!#@"IL@!"JJ(H67IL8W6NI7!!@XL@IN8"7GN"&'()*+&,-H
7[N"@G8"N[8X<@GX<7IN+[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN7"I8GN"GN$%&-

!/-/! 中华实验眼科杂志 /3/- 年 0 月第 0D 卷第 0 期.E<8" 5̂WX SX<I<7!6@!$J7L#< /3/-$_@!?0D$%@?0
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图 I? G 个组 26ST 细胞增生和生物学行为相关指标比较. &2
ONGINL" 9!@I检测结果显示$G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组细胞
中 *8+2B)JJ(+/ 和 JJ(+D 蛋白表达条带明显强于 G8$%&+&'()*+
&,-H7"I8+68$+%E组.A2各组 F+BD 细胞迁移和侵袭情况比较'结晶
紫$标尺P/33 !6(.G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组迁移和侵
袭细 胞 数 多 于 G8$%&+&'()*+&,- H7"I8+68$+%E组 . -2 G8$%&+
&'()*+&,-H7"I8+68$+%E组"/2G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 组
.G8$%&2小干扰 $%&"68$2微小 $%&"%E2正常对照"JJ(2基质金
属蛋白酶")&('a2磷酸甘油醛脱氢酶"&'()*+&,-2二磷酸腺苷依
赖的葡萄糖激酶反义 $%&-
E$9<(*I ? C'=F:($-'" '+26ST ,*..F('.$+*(:&$'" :"> %$'.'9$,:.
%*#:;$'(6(*.:&*>$">$,:&'(-%*&D**"&#*&D' 9('<F-.&2ONGINL" 9!@I
7GG7=G<@MN[ I<7II<NXL@IN8" NWXLNGG8@" 97"[G@Y*8+2B$JJ(+/ 7"[
JJ(+D 8" I<N G8$%&+&'()*+&,- H 7"I8+68$+2/0 ZL@:X MNLN
G8Z"8Y8#7"I!=GIL@"ZNLI<7" I<@GN8" I<NG8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%E
ZL@:X.A2F+BD #N!!68ZL7I8@" 7"[ 8"]7G8@" 9NIMNN" IM@ZL@:XG'#L=GI7!
]8@!NIk/33$G#7!N97LP/33 !6(.K<N":69NL@Y68ZL7I8"Z7"[ 8"]7[8"Z
#N!!G8" I<NG8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+2/0 ZL@:X M7G6@LNI<7" I<7I
8" G8$%&+&'()*+&,-H7"I8+68$+%EZL@:X. -2G8$%&+&'()*+&,-H
7"I8+68$+%E ZL@:X" /2 G8$%&+&'()*+&,- H7"I8+68$+2/0 ZL@:X .
G8$%&2G67!!8"INLYNL8"Z$%&" 68$2 68#L@$%&" %E2 "@L67!#@"IL@!"
JJ(2 67IL8W6NI7!!@XL@IN8"7GN" )&('a2 Z!=#NL7![N<=[N X<@GX<7IN[N
<=[L@ZN"7GN"&'()*+&,-2 [N"@G8"N[8X<@GX<7IN+[NXN"[N"IZ!:#@\8"7GN
7"I8GN"GN$%&-

H?讨论

!"#$%&在 $A细胞增生)迁移及侵袭等生物学过
程中发挥重要的调控作用$敲低 4-GST#"UH) 基因可
充当 68$+1CC+0X 的海绵分子而抑制 $A的进展 + -C, $
!"#$%&eT%E33/3/ 通过充当 68$+02-D+4X 的海绵分
子而促进 $A的进展 + -D, * 沉默 4-GST##TSV1 基因可
通过调节 68$+DD7U#+J=#而抑制 $A细胞的生长并促
进其凋亡

+ /3, * e"#$%&&̀ &(-+&,- 是一种预后生物
标志物$在$A的发生过程中起致癌作用 + /-, * e"#$%&
在 $A发生及转移过程中的分子机制尚未完全阐明*

研究发现$&'()*+&,- 在骨肉瘤组织中的表达水
平升高$并可通过靶向 68$+41/+0X 而促进细胞的增
生)侵袭和迁移并抑制其凋亡 + //, * 此外$&'()*+&,-
在乳腺癌组织中表达水平升高$并可通过调节 68$+
0-D2USKg- 分子轴而促进细胞增生)迁移及间质f上
皮转化过程

+ /0, * &'()*+&,- 通过充当 68$+4/4 的海
绵分子而促进结直肠癌的进展

+ /1, * 本研究结果显示

$A组织中 &'()*+&,- 的表达水平明显高于瘤旁组
织$进一步研究显示干扰 &'()*+&,- 的表达可明显
降低细胞活力及 *8+2B 蛋白水平$提示 &'()*+&,- 在
$A发生和发展过程中发挥重要调控作用* 研究表明$
*8+2B 在肿瘤组织或细胞中表达水平升高可促进细胞
增生

+ /4f/C, $提示干扰 &'()*+&,- 的表达可抑制 $A
细胞增生* 肿瘤细胞迁移及侵袭与细胞外基质沉积有
关$JJ(+/ 和 JJ(+D 可降解细胞外基质从而促进细
胞迁移及侵袭

+ /Df0/, * 本研究结果显示$干扰 &'()*+
&,- 表达后 $A细胞迁移及侵袭细胞数明显减少$并
可抑制 JJ(+/)JJ(+D 的表达$提示干扰 &'()*+&,-
表达可抑制 $A细胞迁移及侵袭*

本研究证实 &'()*+&,- 可竞争性结合 68$+2/0$
并可负向调控 68$+2/0 的表达* 68$+2/0 可抑制肺腺
癌的进展

+ 00, "其还可抑制乳腺癌细胞增生)迁移及侵
袭

+ 01, "68$+2/0 靶向细胞周期蛋白 '- 抑制胃癌中的
细胞增生

+ 04, * 本研究结果显示$$A组织中 68$+2/0
的表达水平降低$68$+2/0 过表达可抑制 $A细胞增
生)迁移及侵袭$提示 68$+2/0 在 $A发生和发展过程
中发挥重要调控作用* 本研究将 G8$%&+&'()*+&,-
与 7"I8+68$+2/0 共转染至 $A细胞$结果显示细胞活力
增强$迁移及侵袭细胞数增多$并可促进 *8+2B)JJ(+
/)JJ(+D 表达$提示抑制 68$+2/0 表达可明显逆转干
扰 &'()*+&,- 表达对 $A细胞生物学行为的作用*

综上所述$&'()*+&,- 在 $A组织中表达水平升
高$而 68$+2/0 的表达水平降低$敲低 #$"%&'#() 基
因可通过靶向上调 68$+2/0 的表达而抑制 F+BD 细胞
增生)迁移及侵袭$可能成为 $A分子治疗的潜在靶
点$还可为进一步揭示 $A发生及发展的分子机制提
供实验基础* 但是$&'()*+&,-+68$+2/0 的靶基因以
及详细调控机制仍需深入研究*
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(L7#I$/3-D$/-4 ' -/( m-4/21- + /3/3f32f3-,?<IIX#UUMMM?"#98?
"!6?"8<?Z@]UX:96N[U0-B/B43/?'ST#-3?-3-2UV?XLX?/3-D?-4/21-?

+4, g: e$ e8O$ ,<8n$ NI7!?J8#L@$%&+D02 8"<898IGI<N67!8Z"7"I
X<N"@I=XN @Y LNI8"@9!7GI@67 9= [8LN#I!= I7LZNI8"Z a'&ED 7"[
[N7#I8]7I8"ZI<N(T0*U&*KX7I<M7=+ ,̂?S"#@!$NX$ /3/3$ 10 ' /( m
204f214?'ST#-3?0CD/U@L?/3/3?B142?

+2, e8: $̀ b<7"Zn$ e87"ZF?J8#L@$%&+4DC 7#IG7G7" 8"<898I@L8"
LNI8"@9!7GI@67I<L@:Z< I7LZNI8"Z5/ -̀ 7"[ LNZ:!7I8"Z&*KX7I<M7=
+ ,̂ ?̂ EN!!A8@#<N6$/3/3$-/-' 0( m//D1f/03/?'ST#-3?-33/UV#9?
/D140?

+B, O7"Zg$b<7"Zg$a7" F$NI7!?,8!N"#N@Y!"#$%&&%$TeLNXLNGGNG
#N!!ZL@MI< 7"[ XL@6@ING7X@XI@G8G8" LNI8"@9!7GI@67#N!!GI<L@:Z<
LNZ:!7I8"Z68$+DD77"[ #+J=#+ ,̂?&LI8YEN!!G%7"@6N[ A8@IN#<"@!$
/3-D$1B'-( m//24f//B0?'ST#-3?-3C3U/-2D-13-?/3-D?-2/0//D?

+C, aNK)$g87@bF$g8"ZFn$NI7!?K:6@LG:XXLNGG@L68$+-C1 N"<7"#NG
#<N6@GN"G8I8]8I= 9= [8LN#I!= 8"<898I8"Z ,eEB&4 8" LNI8"@9!7GI@67
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'本文编辑#尹卫靖(

消.息

-1&.:-'+V;*$&$-#2$:9"'-$-:">M(*:&=*"&.出版发行

由杨培增教授撰写的英文葡萄膜炎专著-&I!7G@Yc]N8I8G#'87Z"@G8G7"[ KLN7I6N"I.于 /3/3

年 -/ 月由 ,XL8"ZNL出版社和人民卫生出版社联合出版$此书是目前国际上首个单人完成的大

型葡萄膜炎专著*

该书共分为 S]NL]8NM)'87Z"@G8G@Yc]N8I8G)KLN7I6N"I@Yc]N8I8G)c]N8I8GN"I8I8NG),#!NL8I8G7"[

5X8G#!NL8I8G四大部分$书中详细介绍了葡萄膜炎的疾病谱$常见疾病类型的临床特征)进展规

律)致盲规律以及疾病治疗的思想)原则及策略$并用大量精美的图片展现了常见葡萄膜炎类

型的表现谱$即从发病到疾病后期$从最细微的异常到最严重的病变$从罕见的表现到典型的

特征* 这也是中国眼科医生第一次向世界系统介绍葡萄膜炎的中国标准)中国方案)中国经验

和中国智慧$对各级临床医生进行葡萄膜炎诊断治疗及研究有指导价值$对全身性自身免疫性

疾病专科医生及研究者也有借鉴作用*

全书'海外版( C23 页$包含 0333 多张图片* 本书现在线上销售$网址为 <IIXG#UUMMM?

GXL8"ZNL?#@6UZXU9@@\UDBCDC--40B/4B$电子书定价 /-1 欧元 '约 /2- 美元($精装印刷本定价
/23 欧元'约 0-B 美元($可点击网页中0A:=N9@@\1或0A:=a7L[#@]NL1购买*

'本刊编辑部(

读者!作者!编者

本刊对论文中统计学方法描述的要求

..研究论文如有量化测试指标时须有统计学分析的内容$并在方法部分提供统计学方法的描述$反应变量为单变量时请提供测

量指标数据资料的性质'如计量数据资料及计数数据资料的表达方式()多个样本计量数据资料正态分布检验方法的名称及方差齐

性检验方法的名称)实'试(验设计方法及与之相匹配的统计学设计'如配对设计)成组设计)交叉设计)析因设计)正交设计等()与

统计设计相应的统计方法名称'如 !检验)方差分析(以及检验水准* 选择方差分析统计设计时应根据单因素或多因素设计选择正

确的方法$不宜简单套用单因素方差分析* 反应变量为双变量时$应根据实'试(验设计正确选择简单直线相关分析)回归分析或其

他方法$不宜简单套用直线相关分析* 统计学的检验水准请提供为双侧检验或单侧检验* 论文结果部分的统计学分析内容可用相

应的图表表达*

统计学符号的著录执行 )AUK004C?-2/33DUT,S0401+-m/332-统计学词汇及符号.的有关规定$统计学符号一律采用斜体$如

样本量用 -"样本的算术平均数用英文小写 6N7""中位数用英文斜体大写 F$标准差用英文大写 ,'$样本均数的标准误用英文小写

!W$!检验用英文小写 !$I检验用英文大写 I$卡方检验用希文小写 "/$相关系数用英文小写 ;$秩相关分析相关系数用 ;G$确定系数

用 S/$自由度用希文小写 #"概率用英文大写 ""检验水准用 $* 统计结果的解释和表达采用对比组或比较对象之间差异有统计学

意义的描述方法$而不用对比组之间差异具有显著性'或非常显著性(的描述* 论文的统计学分析结果提倡提供统计学检验量值和
"值的具体数据$如不能提供 "值的具体数据时$必须提供统计学检验量值如 "/ 值)!值)I值等* 当涉及总体参数'如总体均数)总

体率等(时$在给出显著性检验结果的同时$请给出 D4l可信区间'3V(*
'本刊编辑部(
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