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摘要 钙激活氯离子通道(calcium-activated chloride channels，CaCCs)介导了众多生理过程，包括跨上皮离子与液体分泌、心
肌和神经兴奋、感觉传导、平滑肌收缩和受精过程等，但目前对于其分子基础等重要问题尚未研究清楚．综述了最新报道的

CaCCs分子基础跨膜蛋白 16A(TMEM16A)的发现过程、基因结构和功能、离子通道电生理特性、相关病理与药理功能的一
些热点问题，并展望了该研究领域的发展趋势．
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阴离子通道是存在于生物膜(包括细胞质膜和
亚细胞器内膜)上的蛋白质孔道，可允许阴离子沿
着其电化学势被动扩散．尽管阴离子通道可通透多

种带负电荷的离子(如 I-，NO3
-和 Cl-等)，但由于

Cl-是生物体中存在最丰富的阴离子，阴离子通道
也称为氯离子通道．氯离子通道的生理作用非常重

要，它能够调节离子的动态平衡和细胞体积、细胞

兴奋性和跨上皮离子 /液体运输．人们在研究遗传
疾病和基因敲除动物模型中发现了氯离子通道的重

要生理功能，其功能缺失会导致囊性纤维化(cystic
fibrosis，CF)和 Bartter忆综合症(跨上皮输运作用受
损)，先天性肌强直症(肌肉兴奋性激增)，红细胞酸
化减少，Dent's疾病(胞吞作用受损)，骨骼石化症
(胞外酸化作用受损)．另外，鼠类中某些氯离子通
道受到破坏后可致盲[1]．

根据通道的分子结构，目前研究较为完善的氯

离子通道有以下三类：一是电压门控的 CLC氯离
子通道，在细菌中发现的 CLC通道三维晶体结构
表明其膜结合部分包括 17个 琢螺旋，而它们并不
是与膜垂直，而是明显地与膜表面倾斜[2]；二是受

磷酸化调节的囊性纤维化跨膜传导调节因子(cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR),
包含 12个跨膜结构域，2个核酸结合折叠结构域
和 1个调节结构域；三是受胞外配体结合调节的氯
离子通道，包括 酌- 氨基丁酸(GABA)与甘氨酸受

体，通道的每个亚基包含 4个跨膜结构域，每个通
道蛋白为五聚体．以上三类氯离子通道的分子基

础、通道特性和生理作用都研究得较为深入[1]．另

外，目前其他一些可能的氯离子通道的特性还没有

研究清楚，其中包括引起众多研究者兴趣的钙激活

氯离子通道 (calcium-activated chloride channels，
CaCCs；亦称 anoctamin1，ANO1)，此类通道由于
被细胞内部钙离子所激活而得名，其介导的电流称

为钙激活氯电流(Ca2+-activated Cl- currents，ICl. Ca)[3].
CaCCs最早发现于非洲爪蟾卵母细胞中[4]，随

后，相继有报道表明上皮细胞、血管内皮细胞、神

经元、平滑肌和心肌细胞中都存在 CaCCs．由于钙
离子介导的信号转导途径是真核生物信号转导的重

要组成部分，所以 CaCCs执行多种功能，包括：
卵细胞的受精、跨上皮离子 /液体转运、心肌细胞
的复极化和动作电位产生、嗅觉传导和平滑肌伸缩

性调节 [5]．CaCCs 可以控制氯离子的外流，在肾
脏、气管、小肠、胰腺和唾液腺等组织上皮的电解

质和水的定向输运方面起着重要作用．CaCCs能够
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通过控制血管内皮、平滑肌的紧张度和心肌细胞兴

奋性来影响心肌功能[6]．另外，CaCCs能够通过改
变膜电位调节神经细胞兴奋性，从而控制光转导作

用、嗅觉、味觉和躯体感觉[7]．

由于技术上的原因，有关 CaCCs分子基础的
问题一度未能解决，曾有报道认为 CLCA、CLC-3、
Bestrophins和 Tweeny是 CaCCs分子基础的候选基
因，但以上蛋白质孔道产生的氯离子电流都与典型

的天然 CaCCs通道有本质的区别．事实上，天然
存在于多种组织和细胞类型中 CaCCs的一个最普
遍特征是可被细胞内钙离子调节的电压依赖性，即

在非最高钙离子浓度时，天然 CaCCs通道分别被
正 /负膜电位激活或者去活，所以其电流 -电压关
系呈外向整流，而在最高钙离子浓度时，通道在正

负膜电位都被完全激活，此种情况下其电流 -电压
关系呈线性[8-9]．尽管 ICl. Ca的研究历史已经有二十

余年，但它们的生理功能和调节机制依然有待阐

明．Eggermont [5]发表的综述文章用“(Un)known，
(Un)loved?”这样的副标题来概括该领域的研究困
境．这种困难主要是由于 CaCCs尚缺少特异性的
阻断剂，并且电生理学研究结果说明有多种特点迥

异的 CaCCs，所以其分子基础问题一直没有得到
解决．最近几个研究小组几乎同时报道了 CaCCs
的分子基础跨膜蛋白 16A(TMEM16A)，这将为在
特定细胞和组织中研究氯离子通道的生理学和病理

学相关问题提供新的研究平台．有关 TMEM16A
的研究报告不断涌现，但目前对该领域缺乏较为系

统的认识，本文将综述当前 TMEM16A 研究中最
新的研究成果和热点问题．

1 TMEM16A 为 CaCC 分子基础的发现
过程

2008年末，三个研究小组分别采用不同的实
验研究和理论预测的策略，独立地报道了

TMEM16A可能为 CaCC分子基础的结果[7, 10-11]．

Yang等用生物信息学分析的方法预测分子结
构中多于两个跨膜结构域的输运蛋白或通道，最终

得到了可能含有 8 个跨膜结构域的 TMEM16A
(NM_178642.4 gi: 110835695)．TMEM16A 与内皮
素受体 A共同转染入 HEK293细胞后表达出强的
内皮素诱导的氯离子电流．他们还采用定点突变技

术找到了通道中可能的孔道环结构，将该区域中三

个高度保守的碱性氨基酸电荷电性反转，结果

TMEM16A通道变成阳离子选择性通道．他们通过
小鼠的小 RNA干扰(siRNA)实验观察到该实验降低
了小鼠下颌下腺 TMEM16A 的表达水平，减少了
匹鲁卡品诱导的唾液分泌量[7]．Caputo等则采用基
因芯片分析的方法，利用他们先前的发现，即使用

IL-4和 IL-13等长期刺激人支气管上皮细胞可造成
UTP激活的 CaCC电流明显增加，来搜索表达增高
的基因．在几个高表达的膜蛋白基因中, TMEM16A
mRNA 表达升高 7 倍．然后他们用 siRNA 处理
TMEM16A引起了嘌呤能受体刺激的碘离子流动和
跨上皮小电流环流；并且证明了，CF细胞中 IL-4
诱导 UTP激活的 CaCC活性在用 TMEM16A相应
的 siRNA 处理后显著降低 [10]． 另外，作者在

HEK293、COS7 和 FRT 细胞中表达 TMEM16A，
其氯离子电流均可被细胞内钙离子所诱导．

Schroeder 等发现了蝾螈(Ambystoma mexicanum)卵
母细胞中缺少 CaCCs，而之前常用的表达系
统———非洲爪蟾卵母细胞上本身就高表达 CaCCs，
其作用是阻止多精受精过程，这正是以前的实验未

能鉴定出 CaCCs分子基础的关键所在．令人惊奇
的是，实验发现该蝾螈卵母细胞存在多精受精现

象！他们利用蝾螈卵母细胞表达非洲爪蟾卵母细胞

(Xenopus oocytes)中的 CaCC mRNA，从而发现了
非洲爪蟾的 xTMEM16A离子通道[11]．以上三个小

组都报道了 TMEM16A通道在非最高浓度内钙条
件下具有典型的电压依赖性和外向整流特性，而在

最高浓度的内钙水平时对电压的依赖性减小，整流

特性也不明显．该电流可被氯通道抑制剂尼氟酸

(niflumic acid，NFA)、4, 4忆-二异硫氰酰 - 2, 2忆-二
磺酸 (4, 4忆 -diisothiocyanatostilbene-2, 2忆 - disulfonic
acid，DIDS)强烈抑制．
与之前报道的 CLCA， CLC-3， Bestrophins

和 Tweeny等候选基因不同，三家独立的研究团
队[7, 10-11]利用不同的研究方法，都得到了几乎完全

相同的结论证明 TMEM16A为 CaCCs通道的分子
基础，互为印证，殊途同归，更加有力地提高了该

结论的可信度．

2 TMEM16A通道的特性
2援1 TMEM16A的拓扑结构和组织定位
由于 CaCCs具有至关重要的生理功能，过去

几年中有多个研究小组开始投入到该领域的研究

中，而有关 CaCC通道在细胞中确切功能的假说也
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不断涌现．TMEM16A是目前在细胞膜上发现的较
为明确的 CaCC通道，所以它的作用机制和作为
CaCC通道的阴离子电流产生机制也引发了众多研
究者的兴趣．

Tmem16a属于 Tmem16基因家族(Tmem16a 到
k)，人类有 10 种 Tmem16a的同源基因．Yang等
在鼠眼中利用反转录聚合酶链式反应(RT-PCR)的
方法克隆到了它的全长 cDNA，其开放阅读框长度
为 2 880个核苷酸，编码含 960个氨基酸残基的蛋
白质．疏水性分析表明，TMEM16A蛋白具有 8个
跨膜结构域，小鼠的 Tmem16a与人的同源基因之
间有 91%的序列相似性．有趣的是，Tmem16基因
家族与其他的离子通道基因家族序列同源性非常

低[7]．其中的 Tmem16b 与 Tmem16a在基因序列上
有 60%的相似度，其他成员的序列相似度较低．
Tmem16基因家族成员的蛋白质拓扑结构类似，都
具有 8个跨膜(transmembrane，TM)结构和胞内的
N端与 C端，基于它们的拓扑结构和在阴离子转
运中的作用，它们也被称为 anoctamin1～10．值得
注意的是，它们的跨膜结构部分的一级结构保守性

最大．TM5和 TM6跨膜区可能是形成通道的关键
组分，因为此区域带正电荷的氨基酸突变成带负电

荷的谷氨酸(R621E，K645E和 K668E)可显著降低
通道对阴离子的通透性，而可以同时升高对阳离子

的通透性，即改变通道的离子选择性[7, 12]．TM3上
的精氨酸和 TM6的谷氨酸突变也可改变该通道的
离子选择性和电压依赖性[11]．构象一致性分析预测

到 TMEM16A蛋白的胞内部分可能具有多个蛋白
激酶 A/C/G和酪氨酸蛋白激酶磷酸化位点，而在
其胞外部分则具有多个糖基化位点． 尽管

TMEM16A 为细胞内钙所激活，但一致性分析却
未能找到钙离子结合常见的 EF手结构或者钙离
子 -钙调蛋白(CaMK)结合常见的 IQ模体[7]．

2援2 TMEM16A的膜表面表达特性和组织分布
TMEM16A在细胞膜表面有明显表达是它被确

认为离子通道蛋白的原因之一．2004年，West等
在胃肠道间质瘤中用 cDNA芯片的方法检测到了
一些表达升高的基因，其中包括一个叫做 DOG1的
未知基因，现在知道它是 Tmem16a基因．作者用
免疫组织化学技术检测到 DOG1存在于细胞膜上，
医学诊断方面已经把 DOG1的活性作为胃肠道间质
瘤的辅助性标志，在其他软组织瘤中较少表达[13]．

Rock等[14]用 RNA原位杂交技术检测到了鼠肺末梢

上皮细胞 Tmem16a基因的表达，并且用免疫荧光
方法检测到了鼠肺肿瘤源的 KLN205 细胞系中
GFP-TMEM16A融合蛋白存在于细胞膜上．最近，
Yang等用免疫组织化学的方法确认了 TMEM16A
在多种细胞中的表达，肺支气管上皮细胞中免疫活

性较强，而肺泡细胞中却比较弱，胰腺腺泡细胞能

被 TMEM16A抗体强烈地染色，肾脏中，上皮中
央的免疫活性很强，而肾小管末梢的表达较弱，尤

其是，所有肾脏细胞层中 TMEM16A 免疫活性都
非常强，比如包含光受体小体的核外层、核内层和

神经节细胞层．背根神经节中除了卫星细胞以外的

多数感觉神经元免疫染色都是阳性的，这与神经传

导中 CaCC 离子通道的调节作用是一致的 [7]．

TMEM16A 在胃肠道肿瘤的表达升高，它是小肠
Cajal间质细胞的标志物，存在于唾液腺和胰腺腺
泡细胞、气管上皮细胞、气管平滑肌细胞、输卵管

和附睾导管的平滑肌细胞中[15]．

通过对 TMEM16A 基因敲除小鼠的基因表达
和表型分析，配合其抗体的使用，人们研究得到了

它的组织分布．TMEM16A广泛存在于多种人体组
织中，包括肝脏、骨骼肌、心脏、肺、胎盘和小肠

中．小鼠体内的前肠、气管上皮和气管平滑肌、

肺、肾脏、胰腺腺泡、下颌下腺与感觉神经元中都

发现了 TMEM16A 的表达 [7, 14]．另外，Schroeder
等[10]报道了 mTMEM16A mRNA在唾液腺和腮腺中
的高表达，这是由副交感神经中的毒蕈碱型乙酰胆

碱受体受激引起，伴随胞内 IP3和钙离子浓度的升

高，从而激活 CaCCs促进液体分泌．综上，哺乳
动物 TMEM16A 的表达模式和功能为 TMEM16A
与 CaCC之间的联系提供了有力的证据．
2援3 TMEM16A离子通道的电生理特征

TMEM16A离子通道最明显的特征是它在不同
的细胞表达系统中(如 HEK293细胞、FRT细胞和
蝾螈卵母细胞)都表现出与典型的 CaCCs非常相似
的电压依赖型钙激活氯通道特征[7, 10-11]．即在非最

高钙离子浓度，正向膜电位引发慢激活电流，相反

地，负向膜电位引发去活电流．所以，此种条件下

的稳态电流 -电压关系呈外向整流．而提高细胞内
钙浓度到微摩尔量级，则逐渐使得这种电压依赖的

通道激活电位数值变得更负．在最高钙离子浓度条

件下，通道在所有膜电位条件下都能被激活[16]．

值得注意的是，通道的开放可能存在时间依赖

性．Yang等在 HEK293T细胞中转染 mTMEM16A
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电生理学记录结果显示，在 ICl. Ca 被激活的早期，

电流值很小，电流电压(I-V )曲线呈现外向整流特
性．而随着电流值达到峰值，I-V 曲线为线性 [7]，

这与天然存在的 ICl.Ca整流特性相似
[9]. Schroeder等[10]

在蝾螈卵母细胞中表达 xTMEM16A记录到的 ICl.Ca

也得到了相似的整流特性．

TMEM16A 的离子选择性与 CaCCs通道也有
类似之处．特别是，表达 TMEM16A 的细胞对阴
离子的通透性排序如下：NO3

- > I- > Br- > Cl- > F-，
这个顺序与天然的 CaCCs通道几乎完全相同[3, 7]．

有趣的是，Schroeder 等[10]却报道了 TMEM16A 对
阴离子选择性的通透性顺序并不固定．所以，

Kuruma等[17]结合以前对于非洲爪蟾卵母细胞中不

同的 CaCCs电流成分可能对应不同的阴离子选择
性的报道[17]，提出 CaCC通道对不同阴离子的通透
性与同一细胞表面不同离子通道的活性状态有关，

即表明每种不同的开放状态都有不同的离子选择

性．

Yang 等发现，与天然 CaCC 通道相似，
TMEM16A通道与钙离子的表观亲和力受膜电位的
影响：膜电位为-60 mV时，钙离子的半数有效浓
度为 2.6 滋mol/L；膜电位为+60 mV时，钙离子的
半数有效浓度为 0.4 滋mol/L．他们认为这种特性可
能是由于钙离子结合位点位于跨膜电场敏感的蛋白

质结构内部，另一种可能是钙离子结合位点是通过

变构效应被膜电位所调节的[7]．

与阳离子通道不同，多数阴离子通道的研究缺

乏特异性激活剂或抑制剂．实验中多数研究者采用

NFA、DIDS和 NPPB等作为 CaCCs通道的典型抑
制剂．Caputo 等[11]发现，NPPB 和 NFA能强烈抑
制 TMEM16A通道电流，而 CFTR选择性抑制剂
172则不能．在对选择性较差的抑制剂 tamoxifen
的报道中还存在分歧，Yang等认为它有对 CaCC
通道的抑制活性，而 Schoroeder小组则认为它无抑
制活性[7, 10]．

2援4 TMEM16A的受体激活特性
在多种类型的细胞，如唾液腺腺泡细胞和肺泡

上皮细胞中 ICl. Ca可能是直接被胞内钙离子(浓度范
围 0.2～5 滋mol/L)所激活的，而另外一些则可能是
被 CaMK域诱导或其他机制调节的[3]．

CaCCs 在生理条件下能被 G 蛋白偶联受体
(G-protein coupled receptor，GPCR)所激活．其中，
内皮素 1可通过激活 CaCCs使血管平滑肌发生极
化，引起肌肉的有力收缩．Yang等分别研究了内

皮素 A 亚型受体 (endothelin receptor subtype A，
ETAR)、血管紧张素域的 1亚型受体(angiotensin域
receptor subtype 1，AT1R)、毒蕈碱 1 亚型受体
(muscarinic receptor subtype 1，M1R)、组胺 1亚型
受体(histamine receptor subtype 1，H1R)、嘌呤能 2
亚型受体(purinergic receptor subtype 2，P2Y2R)对
通道的激活作用，他们发现，当分别加入以上受体

的激动剂内皮素、血管紧张素域、氯化氨甲酰胆碱
(carbachol)、组胺或 ATP以后会明显地增大 ICl. Ca．

另外，实验中也观察到 HEK293 细胞中内源性
ETAR、M1R和 P2Y2R的存在[7]．并且，Schroeder
等[10]发现 GPCR的刺激能使 xTMEM16A的外向整
流特性表现得更明显．

3 问题与展望

3援1 TMEM16A与钙离子的结合位点及其调节物
由于 TMEM16A 对钙离子浓度的依赖性，人

们非常关心 TMEM16A通道与钙离子的关系是直
接结合还是通过某些中间传导通路的介导，但目前

TMEM16A通道被钙离子激活的分子机制尚未研究
清楚．如上所述，在 TMEM16A 的基因序列中找
不到与已知钙离子直接结合的结构域或与钙调蛋白

结合结构相似的部分，可能 TMEM16A对钙离子
的依赖性是通过其他蛋白质组分所介导的，或者是

通过其本身序列上某些位置上的钙离子结合结构域

调节的．

最近，Peferri等报道了 HEK293细胞中表达鼠
TMEM16B 通道(TMEM16B 也被报道为 CaCC 通
道可能的分子基础[7, 10])，用全细胞和内面向外两种
模式进行膜片钳实验记录．在全细胞膜片钳模式

中，TMEM16B电流被从电极扩散到细胞内的钙离
子直接激活，作者将组胺受体与 TMEM16B 共转
染入 HEK293细胞，通过组胺激活其受体从而提高
细胞内钙的间接方法和紫外光解笼锁中 IP3释放诱

导钙离子浓度升高的直接方法都证明了以上结论．

在内面向外记录模式中，电流被溶液中浓度可控的

钙离子迅速激活，表明 TMEM16B是直接被钙离
子门控的．两种模式下，钙离子激活的 TMEM16B
电流都具有阴离子选择性，能被 NFA 抑制，表
现出钙离子依赖的整流特性．在内面向外模式中，

半数最大电流对应的钙离子浓度从 4.9 滋mol/L
(-50 mV)降低到 3.3 滋mol/L(+50 mV)．另外，作者
在内面向外模式中观察到一个在全细胞记录模式中

没有得到的结果，即在内面向外记录模式中存在
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一个不可逆的 rundown，提示可能在膜片从细胞
上撕下后损失了某些未知的调节子，造成了这种

rundown[18]．

3援2 其他 TMEM16 基因家族成员是否为CaCC
通道

Schroeder等首先报道了小鼠mTMEM16B在蝾
螈卵母细胞中的同源基因可以产生钙激活的氯离子

电流，但未对钙通道的电生理特性做深入研究[11]．

最近有报道认为 TMEM16B 可以介导钙离子激活
的氯离子通道，并详细报告了其电流特性[18]．小鼠

mTMEM6B(基因编号为 BC033409、MGC38715，
也称为 Ano2)在小鼠的多种组织和器官中均有表
达，包括视网膜、嗅觉上皮细胞、胰腺细胞、唾液

腺细胞等，另外，在发育中的小鼠神经系统中(神
经管和背根神经节)也检测到了该基因的表达[19]．

目前未见其他 TMEM16 基因家族成员证实是
CaCC通道的报道．有关 TMEM16A的其他家族成
员可否表达 CaCC或其他氯离子通道的研究也是该
领域研究者关注的重要问题之一．

3援3 TMEM16A有望成为新的药物作用靶点
TMEM16A 基因敲除小鼠表现为明显的气管软

化，出生后很快死亡．Rock等[20]报道了 TMEM16A
基因敲除小鼠气管中有黏液积累，这是一个新的发

现，表明 TMEM16A 基因敲除小鼠至少与 CF的症
状存在相似之处．CF是一种严重的遗传性疾病，
由上皮组织氯离子通道上 CFTR的基因突变所致，
该疾病造成离子或液体转运不平衡，导致患者气管

表面严重脱水、黏液积累和带有抗生素抗性细菌的

大量繁殖[21]．在 CF研究领域，已经确认 CFTR 基
因敲除小鼠不会罹患 CF类疾病，有人认为这种奇
怪现象的解释是它还有一个能够补偿 CFTR 基因功
能的氯离子通道在起作用．现在看来，可能

TMEM16A 就是这个补偿性的氯离子通道．实际
上，TMEM16A 基因敲除小鼠表现出黏膜纤毛转运
功能损伤的特点．过去曾有学者认为激活 CaCCs
可能是治疗 CF的有效疗法，但由于缺乏其特异性
激动剂和其分子基础尚未研究清楚，此种疗法的发

展受到束缚 [3]．现在 TMEM16A 确定为 CaCCs 的
分子基础，它极有可能成为 CF疾病中氯离子转运
缺陷治疗可能的药物靶点．

TMEM16A是另外一些疾病可能的药物靶点．
CaCCs的抑制剂可以引起血管扩张，人们可以设
计用来调节 TMEM16A的药物，以期治疗高血压、
哮喘和胃肠动力障碍性疾病．应当注意 TMEM16A

在不同组织和器官中有特异性的表达特点，研究者

需要设计出专门治疗特定疾病的药物，减少其毒副

作用．

另外，TMEM16基因家族，特别是 TMEM16A
在人类癌症中有过量表达．实际上，TMEM16A 早
已为肿瘤学家所熟知，不过名字曾经叫过 DOG-1，
ORAOV2和 TA OS-2，主要是根据其在不同肿瘤上
的高水平表达命名[22-24]．目前对于癌症和氯离子通

道的关系还不清楚．而 CaCCs通道在细胞增殖、
迁移和组织癌细胞程序性死亡过程中可能有重要作

用，据此可以推测 TMEM16A 可能成为未来肿瘤
治疗中的诊断标志和药物作用靶点．

自 TMEM16A 基因被报道为 CaCCs 可能的分
子基础以来，TMEM16A引起了研究者广泛重视，
取得了一些进展．2010年人们又在不同的生物组
织中鉴定到了 TMEM16A的表达，如肺动脉平滑
肌细胞、颌下腺腺泡细胞等[25-26]，进一步确认了该

通道的电生理特性，同时也发现了更多该通道的可

变剪接产物，丰富了它们的基因序列数据．特别

是，Liu等[27]发现缓激肽诱发的急性痛觉信号是由

M型钾离子通道(也称 KCNQ通道，或 Kv7.1～7.5)
的抑制和 TMEM16A的激活共同介导的．这为人
们理解急性痛觉信号的机制提供了新的研究思路，

也为抗痛觉药的研究提供了新的作用靶点．尽管如

此，TMEM16A 基因的作用机制、信号调控通路、
生理学和病理学特别是肿瘤发生方面的作用机制还

有待阐明，需要相关领域研究者进一步努力．
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Abstract Calcium (Ca2+)-activated chloride channels play fundamental roles in numerous physiological processes
including transepithelial ion/fluid secretion, cardiac and neuronal excitation, sensory transduction, smooth muscle
contraction and fertilization, etc. Despite their physiological importance，the molecular identity of CaCC has not
fully invested till now. Here the newly discovered CaCCs molecular basis TMEM16A was reviewed in the respects
of the identification processes, gene structure and functions, ion channel's electrophysiological characters, related
diseases, pharmocoligical functions and other current hot issues in the fields. The developmental trends of this field
were discussed.
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