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过表达Beclin 1对食管癌Eca109细胞株

裸鼠成瘤的影响
陈江勇1   吴庆琛1*   张  诚1  李  强1   洪  斌2   陈  丹1   张  敏1

 (1重庆医科大学附属第一医院胸心外科, 重庆 400016; 2重庆医科大学附属永川医院胸心外科, 重庆 402160)

摘要      自噬是一个进化上保守的溶酶体降解途径, 激活自噬可以降解有缺陷的细胞器而发

挥抑制肿瘤的作用, Beclin 1是关键的自噬和肿瘤抑制基因。该研究检测了Beclin 1蛋白在食管癌

组织中的表达情况, 构建Beclin 1的重组质粒并转染人食管癌Eca109细胞株。分别以电子显微镜观

察自噬体的形成和Eca109细胞的自噬性死亡情况, RT-PCR检测Beclin 1基因的mRNA表达, Western 
blot法检测Beclin 1及Bcl-2、P53的表达水平, 裸鼠成瘤实验检测Beclin 1基因对Eca109细胞体内增

殖的影响。结果显示, Beclin 1蛋白在食管癌组织中相对于癌旁正常食管组织低表达(P<0.05); 成
功构建了Beclin 1重组质粒并将其转染到Eca109细胞中, 电子显微镜观察到自噬体形成, RT-PCR和
Western blot显示Beclin 1基因过表达。升高Beclin 1蛋白的表达水平能降低Bcl-2表达和上调P53蛋
白, 使Eca109细胞的体内致瘤性减弱。过表达Beclin 1基因对食管癌有很好的抑制作用, 这将为食

管癌的靶向治疗奠定基础。
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The Effect of Overexpressed Beclin 1 on Esophageal 
Cancer (Eca109) Cells  in vivo
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(1Department of Cardiothoracic Surgery, the First Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China; 
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Abstract        Autophagy is an evolutionarily conserved lysosomal degradation pathway, and activation of 
autophagy may function as a tumor suppressor by degrading defective organelles and other cellular components. 
Beclin 1 is a main actor of autophagy, also known as a tumor suppressor gene. In the present study, we examined 
the expression of Beclin 1 in esophageal cancer by immunohistochemical SP method, Beclin1 recombinant 
plasmid pIRES2-ZsGreen1-hBeclin 1 was constructed and transfected into Eca109 cells. Autophagy was observed 
under electron microscopy. The expression of Beclin 1 at mRNA level was detected by the reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR), and Western blot was used to examine the protein expression of Beclin 1, 
Bcl-2 and P53. Moreover, in vivo, the proliferation of the cancer cells was evaluated in xenotransplant nude mice 
model. The results showed that reduced Beclin 1 expression was observed in esophageal cancer cells than in normal 
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tissues(P<0.05). We successfully constructed Beclin 1 recombinant plasmid and transfected it into Eca109 cells, 
autophagosomes were widely formated. The results of RT-PCR and Western blot showed that the expression of 
Beclin 1 was remarkably higher in transfected group ECA109 cells at both mRNA and protein levels than that of 
control group and untransfected group. In addition, the protein expression of Bcl-2 was down-regulated but P53 
up-regulated after transfected. In vivo, the average weight and volume of tumor in Beclin 1 transfection group 
xenografts mice were significantly lower than those in the control group (P<0.05). The result suggested that Beclin 
1 gene can well inhibit esophageal cancer, and this lay the foundation for targeted therapy for esophageal cancer.

Key  words        esophageal cancer; Beclin 1; Eca109 cell line; overexpression; nude mice

食管癌是最常见的消化道肿瘤之一, WHO将其

列为世界第七位常见肿瘤, 在全球癌症死亡的最常见

的原因中排第六位。食管癌预后较差, 5年生存率美

国约为10%、欧洲16%[1]。我国是世界上食管癌的高

发区, 其发病率和死亡率均居世界之首, 食管癌死亡

占全国恶性肿瘤死亡的22%, 仅次于胃癌, 居第二位[2]。

食管癌的病因和发病机制目前仍不清楚, 是涉及多个

基因的累积作用的结果。确定有效的诊断、治疗和

预后的标志基因是目前急需解决的关键问题。

自噬是细胞利用溶酶体降解自身受损的细胞器

和大分子物质的过程, 是真核细胞特有的生命现象。

自噬与细胞的生长、增殖, 以至肿瘤的发生过程关

系密切, 自噬的调控失调可以引起多种疾病, 如神经

变性性疾病、自身免疫病、恶性肿瘤等[3-4]。在某些

刺激条件情况下, 自噬可在细胞无法维持自身生存

时诱导细胞主动性死亡, 有别于凋亡而被称为II型程

序性死亡[5]。近年来, 自噬与肿瘤的关系成为肿瘤领

域的研究热点, Beclin 1与酵母菌ATG6同源, 是哺乳

动物特有的自噬基因和自噬体形成的调控基因。人

类许多肿瘤中(如乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌等)都
发现Beclin 1基因的表达下调或缺失, Beclin 1作为一

个抑癌基因而备受关注[6]。本实验通过免疫组化检

测Beclin 1在食管癌中的表达, 拟构建Beclin 1过表达

载体转染Eca109细胞, 对比研究转染前后目的基因

组和空载体组体内增殖的差异, 为Beclin 1基因靶向

治疗食管癌奠定体内实验基础。

1   材料与方法
1.1   材料

食管癌Eca109细胞株购自中国科学院上海生

命科学研究院。1640细胞培养基、优质胎牛血清购

自美国Hyclone公司, 脂质体2000、PBS、胰蛋白酶

购自美国Invitrogen公司, 人源Beclin 1(GenBank序列

NM_003766)质 粒pIRES2-ZsGreen1(Clontech)购 自

深圳百恩微生物有限公司(载体结构图见图1)。免

疫组化试剂盒购自博士德生物科技公司, 兔抗Beclin 
1、Bcl-2、P53多克隆抗体购自武汉三鹰公司, 兔抗

β-actin、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG(二抗)、
蛋白提取试剂盒、PMSF、BCA蛋白定量试剂盒、

凝胶配制试剂盒、ECL显影剂均购自碧云天生物技

术有限公司。RNA提取试剂Trizol、逆转录试剂盒

以及扩增试剂盒均购自日本TaKaRa公司, 裸鼠购自

北京华阜康生物科技股份有限公司(实验动物生产

许可证: SCXK(京)2005-0013)。实验所需器材由重

庆市神经病学重点实验室提供。

1.2   方法

1.2.1   免疫组化方法检测食管癌组织中Beclin 1蛋白

的表达情况      选2011年10月–2012年4月在重庆医

科大学附属第一医院就诊并接受食管癌根治术的食

管癌患者, 取食管癌组织(经病理学诊断证实为食管

鳞状细胞癌) 42例和癌旁正常食管组织(距离癌组织

3~5 cm) 20例, 分别由病理检查确认, 液氮冻存。经

10%多聚甲醛固定, 梯度酒精和二甲苯酚脱水, 石蜡

包埋连续切片后, 采用SP法免疫组化法进行Beclin 1
表达水平的检测。

1.2.2   自噬基因Beclin 1真核重组质粒的构建及其转

染食管癌Eca109细胞株      应用RT-PCR方法扩增出

编码Beclin 1的cDNA, 然后分别将载体质粒pIRES2-
ZsGreen1及目的基因用BamH I和EcoR I双酶切, 分
别回收质粒pIRES2-ZsGreen1酶切大片段和目的基

因Beclin 1酶切产物, 质粒pIRES2-ZsGreen1回收大

片段与目的基因连接, 连接产物转化后小量抽提质

粒, 并分别用EcoR I+BamH I做酶切鉴定(酶切鉴定

图谱如图2所示)。阳性克隆可酶切出1 353 bp的片段, 
对鉴定正确的重组克隆进行测序验证, 测序正确后, 
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大量提取质粒并转染Eca109细胞。转染过程如下: 
复苏食管癌Eca109细胞株、在37 oC、5% CO2孵箱

中培养并传至第三代, 转染前一天用胰酶消化、吹

打重悬后计数, 每个6孔板接种4×105个细胞。转染当

天待细胞长至融合度约90%时, 开始转染。转染时先

将接种好的6孔板培养基去除后, PBS清洗2次, 更换无

血清1640培养基2 mL。然后, 配制A液=244 μL无血清

培养基+6 μL Lipofectamine 2000(总体积250 μL/孔), 配
制完后, 室温放置5 min使其融合均匀; B液=(246 μL无
血清培养基+4 μL质粒)/每孔(实验组为重组质粒, 对
照组为空载体质粒, 浓度均为1 μg/μL, B液总体积也

为250 μL)。将A液和B液混合, 室温下放置20 min使
其混合均匀后, 将A、B混合液逐滴加入6孔板, 轻轻

摇动培养板混匀。在37 oC、5% CO2中培养5 h, 更换

含有血清的全培养基, 24 h之后, 以1:10的比例将细

胞稀释到新的6孔板中, 加入含600 ng/mL G418的全

培养基筛选有质粒基因表达的细胞株, 经15 d筛选获

GTT TT-3′。扩增片段为565 bp; β-actin引物为: 上游: 
5′-TTT GAG ACC TTC AAC ACC CCA-3′; 下游: 5′-
AAG GCT GGA AGA GTG CCT CA-3′。扩增片段为

424 bp; 分别提取未转染组、空载体组及转染Beclin 1
组Eca109细胞总RNA, 反转录为cDNA, 取反转录产

物2 μL为模板, 分别扩增基因片段, Beclin 1、β-actin 
PCR扩增条件: 94 oC预变性5 min; 94 oC变性30 s、
57 oC退火30 s、72 oC延伸1 min, 35个循环; 最后

72 oC延伸5 min。PCR产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳

鉴定, 实验重复三次。

1.2.5   Western blot检测转染前后各组细胞的Beclin 
1、Bcl-2、P53蛋白表达情况      使用浆蛋白提取试

剂盒, 收集经G418筛选稳定表达的细胞, 严格按照

提取试剂说明书操作, 6孔板每孔加入60 μL蛋白提

取试剂和0.6 μL PMSF混合液。蛋白提取完成后, 用
BCA法测定蛋白浓度, 配平各组蛋白浓度。取总蛋

白40 μg进行定量分析, 行10%十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳, 电转至NC膜, 5%脱脂奶粉37 oC
封闭1 h, 4 oC一抗孵育过夜, 复温1 h后TBST室温

摇床洗膜3×15 min。再加入相应二抗37 oC温育1 h, 
TBST室温摇床洗膜3×15 min, 加ECL显色液后凝胶

成像系统显色, 以β-actin为内参照, 计算各蛋白条带

的相对表达量, 统计分析。

1.2.6   裸鼠成瘤实验      经MTT检测未转染组和空

载体组细胞增殖差异无统计学意义后, 取经G418
筛选后相对稳定表达的Beclin 1转染组和空载体组 
Eca109细胞, 按每只裸鼠1×107的注射剂量接种于裸

PUC ori

TK pA

KanaNeo resistance pIRES2-ZsGreen1-hBeclin1

CMVIE

Beclin 1

IRES

6 612 bp

ZsGreen1
SV40 polyA

F1 origin

EcoR I(630 bp)

BamH I(1 989 bp)

图1  pIRES2-ZsGreen1-hBeclin1质粒结构图

Fig.1  Strcture of pIRES2-ZsGreen1-hBeclin1 plasmid

得相对稳定表达的细胞株后, 进行后续实验。                                    
1.2.3   透射电镜观察转染Beclin 1基因的Eca109细胞

株中自噬体的形成和自噬性细胞死亡      取转染后

经G418筛选相对稳定表达的细胞株, 刮取收集5×106

细胞。5%戊二醛固定后, 切片固定, 分别在12 500倍、

17 500倍、30 000倍、65 000倍透射电镜下观察自

噬体形成和细胞自噬性死亡情况。电子显微镜照片

在第三军医大学中心实验室拍摄。

1.2.4   RT-PCR检测转染前后Eca109细胞株中Beclin 1
基因的表达情况      Beclin 1及β-actin引物由深圳

百恩威生物科技有限公司设计, 以β-actin为内参。

Beclin 1引物为: 上游: 5′-TAT TGA AAC TCC TCG 
CCA GGA-3′; 下 游: 5′-GGC ATA ACG CAT CTG 

M: marker; 1-4: EcoR I和BamH I双酶切质粒。

Lane M: marker; Lane1-4: pIRES2-ZsGreen-hBeclin 1 digested by 
EcoR I and BamH I.

图2  pIRES2-ZsGreen-hBeclin1双酶切鉴定 
Fig.2  The electrophoresis of pIRES2-ZsGreen-hBeclin1 

after restriction endonuclease digestion

Trans2k Plus II DNA marker

1 2 3 4 M

DNA MASS(5 μL)
(bp)
8 000
5 000
3 000
2 000

1 000
750
500
250
100

1.5% TAE
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鼠后腿部皮下, 2 d后接种部位见一白色小皮丘, 一
周后逐渐转为实性结节并增大, 成瘤率达100%。监

测肿瘤的生长情况, 每周游标卡尺测量肿瘤的长径

和宽径一次, 按照体积计算公式计算瘤体积, 一个月

时统一处死裸鼠, 完整剥离皮下瘤, 天平称重并拍

照。裸鼠品系BALB/cA-nu, 委托第三军医大学第一

附属医院动物实验室SPF级饲养(实验动物使用许可

证: SYXK(渝)2012-0012)。
1.3   统计学分析

采用SPSS19.0统计软件, RT-PCR、Western blot
的结果均采用t检验; 免疫组化结果采用单因素方差

分析; 裸鼠瘤体体积采用重复测量方差分析。

2    结果
2.1   免疫组化结果

免疫组织化学结果显示, Beclin 1蛋白在食管

癌组织中低表达, 在癌旁正常食管组织中广泛表

达。36例食管癌患中Beclin 1阳性者32例(76.2%), 
阴性10例(23.8%), 20例癌旁正常组织Beclin 1均
表达阳性。相对于癌旁正常食管组织食管癌组织

中Beclin 1的表达显著降低, 差异具有统计学意义

(P<0.05)(图3)。
2.2   细胞转染结果

细胞转染pIRES2-zsGreen1-hBeclin1质粒72 h
后, 置于荧光显微镜下观察, 转染组荧光强度约40%, 

A B C

A B

C D

A: Beclin 1在癌旁正常食管鳞状上皮细胞胞浆中表达阳性; B: Beclin 1在食管癌组织中表达阴性; C: Beclin 1在食管鳞癌细胞胞浆中阳性低表达。 
A: positive Beclin 1 immunoreactivity in cytoplasm of normal squamous epithelial cells; B: negative Beclin 1 immunoreactivity in tumor cells; C: 
positive Beclin 1 immunoreactivity in cytoplasm of tumor cells. 

图3  免疫组化检测Beclin 1在食管癌和癌旁正常组织中的表达情况(400×)
Fig.3  Immunohistochemical analysis of Beclin 1 in esophageal squamous cell carcinoma(400×) 

A: 光镜下的空载体组; B: 荧光显微镜下的空载体组; C: 光镜下的目的基因组; D: 荧光显微镜下的目的基因组。 
A: the empty vector transfected group under optical microscope; B: the empty vector transfected group under fluorescence microscope; C: Beclin 1 
transfected group under optical microscope; D: Beclin 1 transfected group under fluorescence microscope.

图4  Eca109细胞质粒转染结果(200×)
Fig.4  Plasmid transfection into Eca109 cells(200×)
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空载体组较目的基因组转染效率高, 转染效率约

55%。经G418筛选2周后, 各组转染效率均能达到

85%左右, 荧光强度和转染效率能达到预期的效果, 
为后期实验奠定了基础(图4)。
2.3   透射电镜结果 

在经G418筛选的转染Beclin 1组Eca109细胞中,
经透射电镜可观察到细胞内自噬体广泛形成, 出现

典型的双层膜或多层膜囊泡结构, 囊泡内部可见到

被包裹的细胞器, 并出现自噬性死亡(图5)。
2.4   RT-PCR检测转染前后Beclin 1 mRNA表达

结果

未转染组和空载体组细胞内Beclin 1 mRNA表达

量无统计学差异(P>0.05), 目的基因组Beclin 1 mRNA
表达量明显高于未转染组和空载体组(P<0.05), 结果

有统计学意义(图6和表1)。
2.5   Western blot检测各组细胞基因表达结果

未转染组和空载体组细胞Beclin 1、Bcl-2、
P53蛋白表达无明显差异(P>0.05), 目的基因组

Beclin 1和P53蛋白表达量明显高于未转染组和空

载体组(P<0.05), 而Bcl-2低于未转染组和空载体组

(P<0.05), 差异有统计学意义(图7和表1)。
2.6   裸鼠成瘤实验结果  

皮下接种细胞2 d后接种部位见一白色小皮丘, 
并逐渐缩小, 1周后逐渐转为实性结节并增大, 2周左

右瘤体直径约7 mm, 成瘤率达100%。第2周末, 转
染组皮下瘤生长速度明显慢于空载体组, 瘤体较空

0.2 μm

1 μm

0.5 μm

0.2 μm

(A) (B)

(C) (D)

A,B: 自噬体在细胞内广泛形成(箭头所示); C: 典型自噬体结构: 包含细胞质和细胞器的双膜囊泡; D: 过度的自噬导致细胞死亡。

A,B: autophagosomes are wildly intracellular formed (arrow shows); C: typical autophagosome structure characterized by a double membrane that 
contains cytoplasmic organelles magnified from □; D: excessive autophagy leading to cell death.

图5  透射电子显微镜观察Beclin 1过表达后Eca109细胞中自噬体形成

Fig.5  Overexpress Beclin 1 leads to autophagy in Eca109 cells under electron microscopy
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M: marker; 1: untranfected group; 2: empty vector transfected group; 3: 
Beclin 1 transfected group.

图6  Beclin 1在三组细胞中的转录水平

Fig.6  Beclin 1 transcriptional levels in the three group cells

1 2 3

β-actin(43 kDa)

Bc1-2(26 kDa)

P53(53 kDa)

Beclin 1(60 kDa)

1: 未转染组; 2: 转染空载体组; 3: 转染目的基因组。  
1: untranfected group; 2: empty vector transfected group; 3: Beclin 1 
transfected group.
图7  Beclin 1、P53、Bcl-2蛋白在三组细胞中的表达情况

Fig.7  Beclin 1, P53, Bcl-2 expressions in the three group cells  
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载体组越来越小。实验组瘤体明显小于空载体组

(P<0.05)(体积=1/2×长径×宽径2), 重量也较空载体组

轻(P<0.05)(图8和表2), 差异具有统计学意义。证明

Beclin 1基因抑制了Eca109细胞的体内增殖, 对食管

癌成瘤有抑制作用。

3   讨论  
我国是世界上食管癌的高发区, 其发病率和死

亡率均居世界之首, 寻找敏感特异的早期诊断和预后

判断指标以及有效的基因治疗方法是根治食管癌和

获得长期生存的有效方法。自噬是一个细胞内容物

被双层膜囊泡隔离包裹形成自噬体, 并随后被传递到

溶酶体降解的的代谢过程。过高的自噬水平会因为

关键细胞成分的降解而导致细胞自噬性死亡[7-8]。自

噬的发生是一个多基因参与调控的复杂过程, 其中

Beclin 1是定位于自噬前体的关键因子, 参与哺乳动

物自噬体形成的调控, 是哺乳动物参与自噬的特异

性基因, 在调节细胞凋亡和分化中起着关键作用, 已
被确定为一个新的抑癌基因。人类许多肿瘤中均存

在Beclin 1表达的下调和缺失, 研究报道75%卵巢癌、

50%乳腺癌以及40%前列腺癌中存在Beclin 1基因的

缺失性突变[6]。Beclin 1杂合子敲除的小鼠更容易出

现自发性肿瘤, 包括淋巴瘤、肺癌、肝癌和乳腺癌

前病变等[9]。关于Beclin 1在食管癌中的作用, 目前

国内外相关报道较少。

本实验以自噬基因Beclin 1为出发点, 分别研究

了食管癌组织和细胞Beclin 1蛋白的表达情况。研

究证实了Beclin 1蛋白在食管癌组织中的低表达, 同

表1  转染前后三组细胞间的mRNA和蛋白质水平比较(x
_
±s)

Table 1  The expression at mRNA and protein levels in the three group cells(x
_
±s)

组别

Group                     
Beclin 1转染组

Beclin 1 transfected group      
空载体组

Empty vector transfected group
未转染组

Untranfected group

Beclin 1 mRNA 2.010 9±0.158 3 0.507 5±0.009 5 0.510 5±0.021 2

Beclin 1 protein 2.306 8±0.053 0 0.414 0±0.008 8 0.387 0±0.013 3

Bcl-2 protein 0.664 6±0.014 3 1.142 7±0.004 8 1.158 4±0.020 0

P53 protein 1.562 3±0.015 8 0.755 9±0.016 7 0.758 0±0.023 7

目的基因组瘤体明显小于空载体组。

The average weight and volume of tumor in Beclin 1 transfection group were significantly lower than those in the control group.
图8  裸鼠成瘤实验结果

Fig.8  The result of nude mouse tumorigenicity assay

Empty vector transfected group 

Beclin 1 transfected group

表2  Beclin 1组和空载体组裸鼠皮下瘤平均体积大小及重量(x
_
±s, n=4)

Table 2  The average volume and weight of tumor in Beclin 1 transfected group and empty vector transfected group(x
_
±s, n=4)

组别

Group
                                体积(cm3)

Volume(cm3)
重量(g)
Weight(g)

First week Second week Third week Fourth week

Beclin 1 transfected group 0.019 6±0.004 6 0.045 6±0.006 7 0.202 8±0.028 5 0.361 7±0.106 7 0.558±0.099

Empty vector transfected group 0.028 8±0.003 5 0.081 0±0.009 8 0.507 4±0.114 3 1.295 2±0.070 0 1.586±0.045
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时在癌旁正常食管组织中广泛表达, 这提示Beclin 1
可能是食管癌抑癌蛋白, 为食管癌的早期诊断提供

了一个有价值的方向, 这与Chen等[10]的研究报告一

致, 与Beclin 1在其他类型的肿瘤如卵巢癌、乳腺癌

和肺癌中的表达情况基本类似[6,11-12]。

诱导癌细胞死亡, 抑制其生长一直以来都是癌

症治疗的主要研究方向。本研究成功构建并鉴定了

pIRES2-ZsGreen-hBeclin1质粒并转染至Eca109细胞

中, 实验过程中针对Eca109细胞的具体情况用了较文

献报道低的脂质体剂量, 优化了转染的条件, 减少了

因脂质体毒性引起的细胞死亡, 使细胞转染效率得

到明显提高。透射电镜下超微结构的形态学检测是

自噬体形成检测的金标准[13], 在本次实验的质粒转染

后, 我们运用电子显微镜观察了经转染细胞的自噬体

广泛存在, 并运用PCR、Western blot验证了Beclin 1
基因的高表达, 证实了过表达Beclin 1能确切地引起

Eca109细胞自噬效应。后期本研究通过裸鼠成瘤实

验验证了Beclin 1具有抑制食管癌Eca109细胞体内增

殖的作用, 可以从以下方面解释: 一方面, 自噬基因作

为一个管家基因在细胞中表达, 其功能是清理受损伤

细胞器和在细胞遭遇外界有害刺激时给细胞提供能

量。在自噬缺陷的肿瘤细胞中, 由于不能够很好地形

成自噬体, 导致肿瘤细胞不能够提供足够的能量去

复制和修复DNA与检查和修复蛋白质的损伤。由

于不能够有效地去除受损的线粒体导致活性氧产生

过多。以上原因引起染色体的不稳定, 从而促进肿

瘤的发生[14-15]。另一方面, Beclin 1不足导致的自噬

的下调会引起癌细胞微环境的改变, 促使慢性炎症

因子和细胞因子的释放, 从而刺激肿瘤的生长。过

表达Beclin 1基因一方面能导致自噬性死亡, 另外, 
Beclin 1上有一个BH3的结构域和抗凋亡蛋白Bcl-2结
合使其表达降低, 从而引发Eca109细胞凋亡[16]。同时, 
自噬体形成可以清理受损细胞器给DNA和蛋白质的

修复提供能量, 使肿瘤组织的内环境相对稳定, 使促

进肿瘤生长的炎症因子和细胞因子释放减少[15]。此

外, 抑癌基因P53的表达上调发挥了肿瘤抑制的作用

也是一个重要的原因。这些为食管癌基因靶向治疗

奠定了基础, 下一步我们将利用双歧杆菌介导Beclin 

1开展治疗原位小鼠食管癌的研究, 并对其治疗效果

进行综合评价, 为其应用于临床奠定理论和实验基

础。
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