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摘要 为在活细胞内探讨顺铂诱导的凋亡通路．实验样品经顺铂处理后，应用基于荧光共振能量转移(FRET)原理设计的荧光
探针 pFRET-Bid和 pSCAT-3来检测 Bid切割和 Capase-3活化的动态变化，同时，利用荧光成像在亚细胞水平对 Bid转位线
粒体的动力学特征进行了实时分析．结果表明：在顺铂诱导的细胞凋亡过程中，Bid切割发生在药物刺激后 4～ 5 h，历时
(120依20) min．Bid切割活化后即从胞浆内转位到线粒体，历时(90依15) min．在凋亡后期，可以明显检测到 Caspase-3的激
活．研究表明，应用 FRET及荧光成像技术，可以在活细胞内实时、直观、可视地研究顺铂诱导的细胞凋亡过程，从而客观
地反映了 Bid、Caspase-3等蛋白质分子在该凋亡信号通路中的动态行为及时空传递特性．
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荧光共振能量转移 (fluorescence resonance
energy transfer，FRET)，是指能量从一种受激发的
荧光基团以非辐射的方式转移到另一荧光基团的物

理现象[1～3]．FRET的有效响应距离一般在 1～10 nm.
基于其原理及特点，FRET技术成为对生物大分子
之间相互作用检测的一种有效方法 [4～9]．近几年，

我们应用该技术对细胞凋亡、细胞增殖、肿瘤治疗

过程中各蛋白质分子间的相互作用及分子信号转导

进行了重点研究，并取得了一定进展[7～17]．

顺氯氨铂，简称顺铂，是多种恶性肿瘤的一线

化疗药物，其抗癌谱广，属细胞周期非特异性药

物[18～20]．研究表明，顺铂通过与 DNA分子形成链
内或链间交叉联接或阻止 RNA分子再复制等途径
发挥抗肿瘤作用，同时它还能影响蛋白质翻译、细

胞周期、细胞凋亡等胞内活动[19～21]．目前，关于其

药理作用及导致肿瘤耐药性的具体分子机制尚不完

全清楚．研究施药后细胞内各蛋白质分子的动态行

为将有助于深入认识顺铂抗肿瘤的药理机制，为临

床治疗提供可靠的理论参考．

细胞凋亡是一种普遍的生理现象．研究表明，

Bid是关键的促凋亡因子，能够触发线粒体凋亡途
径．Bid的激活依赖于特定的蛋白酶将全长的 Bid

切割形成 tBid，tBid转位到线粒体诱导线粒体的外
膜破裂[21～25]．Caspase 家族蛋白在调节凋亡时也起
着关键作用[26, 27]．一般认为，Caspase-3是哺乳动物
细胞凋亡发生的关键酶[10, 11, 28]，一旦被激活，凋亡

常难以避免．因此，Caspase-3被作为细胞凋亡的
标志．

本研究工作中，为了在活细胞内进一步探讨顺

铂诱导凋亡的分子机制，我们应用基于 FRET原理
设计的荧光探针 pFRET-Bid和 pSCAT-3分别检测
Bid切割和 Capase-3活化的动态变化．同时，利用
荧光成像在亚细胞水平对 Bid转位线粒体的动力学
特征进行了实时分析．因而，我们在无损伤、活细

胞生理条件下实时、直观、可视地研究了顺铂诱导

的细胞凋亡过程，获得了 Bid、Caspase-3等蛋白质
分子在该凋亡信号通路中的动态行为特性，进一步

深化对顺铂抗肿瘤作用机制的认识．
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1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 细胞系及试剂． 人类肺腺癌细胞系

(ASTC-a-1)由暨南大学医学院提供．小牛血清和培
养基 DMEM 购于英国 GIBCO 公司；CCK-8(Cell
Counting Kit-8)购自日本同仁化学研究所；荧光染
料 Hoechst33258和顺铂购自美国 Sigma 公司；转
染试剂 Lipofectamine 购于美国 Invitrogen 公司；
Bid 和 Caspase-3 的一抗购于美国 Cell Signalling
公司；荧光二抗 IRDyeTM 800 购于美国 Rockland
Immunochemicals公司；蛋白酶抑制剂 Cocktail Set玉
购于美国 Calbiochem公司．
1援1援2 主要仪器． 激光共聚焦扫描显微镜

(LSM510/ConfoCor2, Zeiss, Germany)，红外荧光扫
描成像系统(LI-COR Odyssey, Inc., Lincoln, NE)，酶
联免疫检测仪(DG5032，中国南京华东电子集团医
疗装备有限责任公司 )，微型 CO2 细胞培养箱

(Tempcontrol 37-2 digital, Zeiss, Germany)．
1援2 方法

1援2援1 质粒及其构建．质粒 pFRET-Bid(pYFP-Bid-
CFP)是在全长 Bid的 N端和 C端分别融合了 YFP
和 CFP．质粒 pBid-CFP是在全长 Bid的 C端融合
了 CFP构建而成．这两种质粒均由日本东京大学
Kazunari Taira教授惠赠．质粒 pSCAT3由 Caspase-3
的切割底物 DEVD，CFP 和 Venus (YFP 突变体
YFP-S175G)融合构建而成，该质粒由日本 RIKEN
脑科学研究所 Masayuki Miura 教授惠赠．质粒
pDsRed-Mit 是将 cytochrome c 氧化酶的基因通过
限制性内切酶酶切位点 BamH玉和 Nhe玉插到质粒
载体 pDsRed-N1的 N端，构建成可以在哺乳动物
细胞中表达的新质粒．该质粒由日本东京大学

Yukiko Gotoh教授惠赠．
1援2援2 细胞培养及转染．细胞培养液为 DMEM，
添加 10%小牛血清 (FCS)， 100 U/ml 青霉素和
100 mg/L链霉素．人肺癌细胞用胰蛋白酶消化，
转至细胞培养皿，培养 24 h 左右，使细胞汇合
50%～70%，使用 Lipofectin试剂转染．所有实验
样品均通过顺铂(终浓度 20 滋mol/L)处理来诱导细
胞凋亡．

1援2援3 激光共聚焦扫描显微镜成像检测．实验样品

的荧光成像均在 Zeiss公司 LSM 510型激光共聚焦
扫描显微镜上完成，采用 Plan-Neofluar 40伊/1.3 NA

油镜对细胞进行激光共聚焦成像．为检测转染

pSCAT-3 和 pFRET-Bid 在活细胞的 FRET 效应，
实验中采用 458 nm的氩离子激光作为激发光源，
NFT515 nm的分束器分束，选用带通 470～500 nm
的滤光片记录 CFP通道的荧光图像，长通 530 nm
的滤光片记录 YFP通道的荧光图像．DsRed选用
488 nm的氩离子激光作为激发光源，吸收滤色镜
选用 BP600-650．
1援2援4 细胞活性分析．本实验采用 CCK-8来测定
顺铂的细胞毒性．将 ASTC-a-1细胞培养在 96孔
板中，细胞密度为 5伊103个 /ml．在 37℃、5%CO2

及饱和湿度条件下，培养 24 h，移去旧培养液，除
空白对照组，分别加入含 20 滋mol/L顺铂的新鲜培
养液．设置 8 h，12 h，16 h，20 h，24 h 的处理
组，处理完后用 CCK-8进行细胞活性分析．检测
前每孔加入 10 滋l CCK-8 试剂，于培养箱中孵育
2 h后，在 DG5032型酶联免疫检测仪上测定吸光
度，读取 450 nm时的吸光度值(A 450)，A 450的数值

与细胞存活率成正比．

1援2援5 Hoechst33258染色．将 ASTC-a-1细胞培养
于一次性培养皿中，分别设置对照组和实验组，

24 h后，实验组中加入 20 滋mol/L顺铂处理，20 h
后，加入终浓度为 10 mg/L的 Hoechst33258 染色
10 min，用 PBS清洗 2遍，在荧光显微镜下观察细
胞核型．实验激发光源为汞灯，用数码相机拍摄得

到实验结果．

1援2援6 蛋白质免疫印迹．分别收集对照组和

20 滋mol/L顺铂处理 20 h后的细胞，用预冷的 PBS
洗 2次，加入裂解液(50 mmol/L Tris-HCl，pH8.0,
150 mmol/L NaCl, 1% TritonX-100, 100 mg/L PMSF
和 1伊蛋白酶抑制剂 Cocktail Set玉)于冰上振荡裂解
细胞，30 min后，13 000 r/min于 4℃离心 10 min，
取上清液．采用 Bradford法测定蛋白质浓度，加
入上样缓冲液于 100℃煮 5 min，以 12% SDS-PAGE
分离蛋白质后转移至 PVDF膜，膜用含 5%的脱脂
牛奶封闭 45 min，加一抗(分别为兔源 Caspase-3抗
体 1∶1 000，兔源 Bid 抗体 1∶1 000)于 4℃下孵
育过夜，然后用 TBST 液 (0.02 mol/L Tris-HCl，
0.1 mol/L NaCl，0.01% Tween-20，pH 7.6)洗膜
3伊10 min．以荧光二抗 IRDyeTM 800(1∶5 000)室温
下闭光孵育 2 h后再洗膜，洗涤条件同上．最后将
膜置于 LI-COR Odyssey红外荧光扫描成像系统上
检测成像．
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Fig. 1 Cisplatin鄄induced apoptosis in ASTC鄄a鄄1 cells
(a) The viability of ASTC-a-1 cells after cisplatin treatment， was

assessed by the CCK-8 assays at different time points．Data represent

the x 依 s of four independent experiments, *P < 0.05 v.s. Control group.

: Control; : Cisplatin. (b) Nuclear condensation of apoptotic cells.

16 h after cisplatin treatment (right panel), ASTC-a-1 cells were stained

with Hoechst 33258, visualized under a Nikon fluorescent microscope

(60伊).

Control Cisplatin(b)

0.2

0

0.2

0.2

0.2

(a)

0 8 12 16 20 24

*

*

*
*

t/h

1援2援7 数据分析．记录的图像和数据均用 Zeiss
Rel3.2图像处理软件(Zeiss，Germany)对图像上所
选定的区域进行荧光强度定量分析．所有实验均进

行了 n逸3次重复，同时重复对多个细胞的实验数
据进行了分析．

2 结 果

2援1 顺铂诱导 ASTC鄄a鄄1细胞凋亡
为了检测顺铂处理后不同时间点的细胞活性，

采用 CCK-8进行了检测顺铂处理后不同时间点的
细胞活性，采用 CCK-8进行分析．不同处理组的
A 450值如图 1a所示．与对照组相比，经顺铂处理
12 h，细胞活性有明显下降，处理 16 h后，细胞活
性非常低，表明细胞存活率低．随后，在顺铂诱导

16 h后用 Hoechst染色检测细胞核的形态，结果显
示(图 1b)，空白对照组细胞的核呈圆形，顺铂处理
组细胞的核已经明显固缩、凝聚，有的还出现断

裂．Hoechst染色结果表明，经顺铂诱导 16 h后细
胞明显发生凋亡．

2援2 荧光探针 pFRET鄄Bid的特性
我们应用基于 FRET 原理设计的荧光探针

pFRET-Bid，在活细胞内检测顺铂诱导的细胞凋亡
过程中 Bid蛋白切割的动态变化．根据 FRET 原
理，在 Bid 被切割之前，CFP 和 YFP 相距很近，
当激发 CFP时，能量可以从 CFP共振转移给 YFP，
从而可以探测到 YFP 的荧光，当 Bid 被切割时，
CFP和 YFP被分离，荧光共振能量转移就会降低
或者消失，探测到的 YFP荧光强度也相应地降低
或者消失(图 2a)．将荧光探针 pFRET-Bid转染进
ASTC-a-1 细胞，融合蛋白成功表达后如图 2b 所
示．在证明该探针能成功转染并表达后，应用受体

漂白实验进一步验证该探针的可靠性和敏感性．用

514 nm氩离子激光选择性对受体荧光蛋白 YFP反
复扫描进行漂白(图 2b，YFP)，受体漂白后的定量
分析反映了 YFP、CFP在漂白前后的荧光强度变化
(图 2c)．由实验结果(图 2b，c)可以看到，在漂白
区域内，YFP的荧光强度明显地下降，在漂白后瞬
间，由于供体蛋白的能量不能有效共振转移给受体

蛋白，供体荧光蛋白 CFP 的荧光强度则陡然增
强．因此，受体漂白实验结果(图 2b，c)证实：在
活细胞内，荧光探 pFRET-Bid的 FRET效应明显，
应用该探针研究 Bid切割的动态变化十分可信．
2援3 实时检测顺铂诱导细胞凋亡过程中 Bid切割
的动态变化

在 ASTC-a-1 细胞中转染 YFP-Bid-CFP 质粒，
表达 36 h后对细胞进行不同的处理，YFP及 CFP
随时间变化的典型序列图像如图 3a，3b所示．实
验结果显示，对照组实验中，在记录的时间内，

YFP和 CFP的荧光强度没有任何变化(图 3a)．在
经过顺铂处理后，可以看到 CFP的荧光强度明显
增强，而 YFP的荧光强度明显变弱，YFP/CFP的
强度也相应减弱(图 3b)，该实验现象表明 Bid已经
被切割．图 3c中，基于 FRET原理，通过定量分
析对照组和顺铂处理组 YFP和 CFP荧光强度的比
率随时间的变化，证实 Bid已经被切割．同时可以
看到，Bid的切割发生在药物刺激后 4～5 h，历时
约 2 h．蛋白质免疫印迹的结果证实 Bid 被切割
(图 3d)．在顺铂诱导的细胞凋亡过程中，通过利用
FRET 技术在活细胞内对 Bid 的动态行为进行检
测，证明 Bid在该凋亡过程中被切割，且整个过程
进行缓慢，历时较长．

1174· ·



刘镭等：利用荧光共振能量转移技术在活细胞内研究顺铂诱导的凋亡信号通路2009; 36 (9)

527 nm

458 nm 476 nm 458 nm

Cleavage

YFP

CFP

Bid
YFP

FRET
CFP

YFP

CFP
10 滋m

(a) (b)

(c)

20
0

10 2 3 4 5 6 7 8
t/min

40
60
80

100
120
140
160
180
200

姻

荫荫荫荫

荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫荫
姻姻姻

姻
姻姻 姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻 姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻姻 姻

Bleach start

Bleach end

Fig. 2 Characterization of Bid FRET probe in living ASTC鄄a鄄1 cells
(a) In our FRET system, excitation of CFP at 458 nm should result in emission at 476 nm if no YFP is in close proximity. In the YFP-Bid-CFP, energy
should be transferred from excited CFP to YFP, with resulting emission at 527 nm. When the fusion protein is cleaved by Calpain，energy can no
longer be transferred from excited CFP to YFP. (b, c) Acceptor bleaching confirms FRET between CFP and YFP. (b) YFP was bleached in a single cell
by repeated scanning of the cell area at high laser power at 514 nm. The experiment was repeated twice. (c) Quantitative analysis of CFP and YFP
fluorescence following the bleaching of YFP. : YFP; : CFP.■ ■ ● ●
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Fig. 3 Real鄄time monitoring of Bid cleavage in single living cell
ASTC-a-1 cells were transfected with YFP-Bid-CFP. (a) Typical fluorescence images of CFP and YFP emissions of the control cells. (b) Typical
fluorescence images of CFP and YFP emissions of the cells after cisplatin treatment. The panels of CFP, YFP and YFP/CFP are shown separately. (c)
Dynamics of YFP/CFP ratio after cisplatin treatment. The YFP/CFP ratios at the first time point are normalized to 1. Results represent one of four
replicates. : Control; : Cisplatin. (d) Analysis of Bid cleavage by Western blotting.■ ■
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Fig. 4 Dynamics of Bid translocation to mitochondria during cisplatin鄄induced apoptosis
Bid-CFP localization at mitochondria was determined based on the overlap of Bid-CFP and DsRed-Mit fluorescence images. (a) Control cells without

Bid translocation over time. (b) Time-lapse images of Bid-CFP redistribution after treatment with cisplatin. Similar results were obtained from 3

independent experiments. (c) Time courses of Bid translocation to mitochondria after cisplatin treatment. Each curve represents an average of 12～15

cells obtained from 3 independent experiments. Bid-CFP fluorescence intensity in each curve at the first time point is normalized to 100 and the time of

the onset of Bid-CFP redistribution is set to zero. : Control; : Cisplatin. Data represent the x 依 s.

2援5 顺铂诱导 Caspase鄄3激活的动态检测
荧光探针 pSCAT3 设计原理与 pFRET-Bid相

同．当 Caspase-3 激活后，底物 DEVD 被切割，
CFP和 Venus分离，CFP的荧光强度上升，Venus
的荧光强度下降，Venus/CFP荧光强度比值相应下
降．分析 Venus/CFP荧光强度比值的下降可以直
接反映细胞内 Caspase-3 的激活．在 ASTC-a-1 细
胞中转染 pSCAT-3质粒，表达 36 h后对细胞进行
不同的处理，YFP及 CFP随时间变化的典型序列
图像如图 5a，5b所示．实验结果显示，对照组实

验中，在记录的时间内，YFP和 CFP的荧光强度
没有明显变化(图 5a)．在经过顺铂处理后，可以看
到，CFP的荧光强度增强，而 YFP的荧光强度明
显变弱，YFP/CFP的强度也相应减弱(图 5b)，该实
验现象表明 Caspase-3 已经激活．图 5c 中，基于
FRET 原理，通过定量分析对照组和顺铂处理组
YFP 和 CFP 荧光强度的比率随时间的动态变化，
证实 Caspase-3已经活化，且其激活发生在药物刺
激 14 h后，30 min内即可彻底活化．蛋白质免疫
印迹的结果证实 Caspase-3被切割活化(图 5d)．

2援4 顺铂诱导 Bid转位线粒体
为了检测 Bid切割活化后的动态行为，实验中

将质粒 Bid-CFP 转染进 ASTC-a-1 细胞，通过对
CFP 的荧光成像追踪 Bid在胞内的运动．同时用
DsRed-Mit 标记线粒体形态，根据 CFP 和 DsRed
的荧光重叠情况来判别 Bid是否转位到线粒体．结
果显示，在对照组，凋亡未发生，Bid主要分布在
胞浆内，线粒体呈细长的线状或树枝状，散布在细

胞质内，可以明显看出 Bid没有聚集在线粒体上
(图 4a)．而凋亡发生后，可以明显看到，线粒体分
布在细胞核周围，Bid明显定位，CFP和 DsRed荧
光成像的重叠显示 Bid定位在线粒体上，证明顺铂
诱导了 Bid从胞浆转位到了线粒体(图 4b)．通过定
量分析线粒体富集区域 CFP的荧光强度随时间变
化的关系(图 4c)，也证实在此过程中，Bid逐步转
位到了线粒体，而且历时约 1.5 h．
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3 讨 论

顺铂是目前临床治疗恶性肿瘤的常用化疗药

物，抗癌谱广[18～20]，但长期使用也会导致肿瘤产生

耐药性，达不到理想治疗效果．研究探讨施药后细

胞内各蛋白质分子的动态行为有助于深入认识顺铂

的药理作用及耐药机制，为临床治疗提供理论

参考．

本研究工作中，我们应用 FRET技术在活细胞
内研究探讨了顺铂诱导凋亡的分子机制．实验中，

我们用 20 滋mol/L的顺铂来诱导 ASTC-a-1细胞凋
亡(图 1)，基于 FRET原理设计的荧光探针 pFRET-
Bid(图 2)和 pSCAT-3被分别用于检测 Bid切割和
Capase-3活化的动态变化．同时，我们还利用荧光
成像在亚细胞水平对 Bid转位线粒体的动力学特征
进行了实时分析．研究结果表明：顺铂诱导了 Bid
的切割(图 3)，Bid被切割活化后从胞浆内转位到
线粒体 (图 4)，在凋亡后期，可以明显检测到
Caspase-3的激活(图 5)．

众多研究表明，Bid是促凋亡的重要因子，在
触发线粒体凋亡途径中起着关键作用．在静息状态

下，Bid没有活化，以单体形式分布在胞浆中，经
凋亡刺激因子诱导后，Bid依赖于特定的蛋白酶将
其切割形成 tBid，随后 tBid转位到线粒体外膜诱
发后续凋亡事件．在顺铂诱导的凋亡过程中，我们

采用 FRET技术在活细胞内实时检测到 Bid 的切
割，分析其动力学特性，发现该过程进程缓慢，

历时约 2 h (图 3)．同时实时研究了凋亡前后 Bid
的时空变化，其动力学特性表明：Bid 被切割活
化后就开始向线粒体转位，且进程缓慢，历时

(90依15) min (图 4)．
Caspases是一组具有相似氨基酸顺序、二级结

构的半胱氨酸蛋白酶，它除参与细胞因子成熟、细

胞生长和分化外，还与细胞凋亡密切相关 [26, 27]．

Caspases级联反应在凋亡通路中处于重要地位，尤
其 Caspase-3的活化是关键环节，是凋亡的最终执
行者．正常情况下，Caspase-3以无活性的酶原形
式存在于哺乳动物多种组织和细胞内，活化后可特

Fig. 5 Real鄄time monitoring of Caspase鄄3 activation in single living cell
ASTC-a-1 cells were transfected with pSCAT-3. (a) Typical fluorescence images of CFP and YFP emissions of the control cells. (b) Typical

fluorescence images of CFP and YFP emissions of the cells after cisplatin treatment. The panels of CFP, YFP and YFP/CFP are shown separately. (c)

Dynamics of YFP/CFP ratio after Cisplatin treatment. Results represent one of three replicates. : Control; : Cisplatin. (d) Analysis of

caspase-3 activation by Western blotting.
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异性识别并切割底物的氨基酸序列(DEVD)，使胞
内许多重要进程发生功能障碍，并破坏细胞结构成

分，从而导致凋亡不可逆地发生，因而它是诱发细

胞凋亡蛋白酶级联反应的“核心”蛋白酶[10, 11, 28]．

本文结合荧光融合蛋白 SCAT3，利用 FRET技术，
在活细胞生理条件下实时、可视地研究了顺铂诱导

的 Caspase-3 活化的动态变化过程．实验结果显
示，在凋亡后期，Caspase-3明显被激活，且 30 min
内彻底活化(图 5)．
总之，我们的研究应用 FRET及荧光成像技

术，在活细胞内实时、直观、可视地研究了顺铂诱

导的细胞凋亡通路，获得了 Bid、Caspase-3等蛋白
质分子在该凋亡信号通路中的动态行为及时空传递

特性，有助于深化对顺铂抗肿瘤作用机制的认识，

为临床治疗提供新的理论参考依据．
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Using FRET Technique to Investigate The Apoptotic
Mechanism Induced by Cisplatin in Living Cells*

LIU Lei**, ZHANG Ying-Jie, WANG Xian-Wang
(MOE Key Laboratory of Laser Life Science & Institute of Laser Life Science, College of Biophotonics,

South China Normal University, Guangzhou 510631, China)

Abstract Cisplatin, an efficient anticancer agent, can trigger multiple apoptotic pathways in cancer cell.
However, the signal transduction pathways in response to cisplatin-based chemotherapy are complicated, and the
mechanism is not fully understood. Using fluorescence resonance energy transfer (FRET) technique, the molecular
mechanism of cisplatin-induced apoptosis in living human lung adenocarcinoma cells (ASTC-a-1) were
investigated. After cisplatin treatment, the recombinant pFRET-Bid and pSCAT-3 probes were used to determine
the kinetics of Bid cleavage and Caspase-3 activation, respectively. The fluorescence probes Bid-CFP and
DsRed-Mit were also used to detect the spatial and temporal changes of Bid in real-time in sub-cell level. The
results showed that a cleavage of the Bid-FRET probe occurring at about 4～5 h after treated with 20 滋mol/L
cisplatin. Cleavage of the Bid-FRET probe coincided with a translocation of tBid from the cytosolic to the
mitochondria, and the translocation lasted about 1.5 h. At the anaphase of cell apoptosis, Caspase-3 was activated
obviously as detected by FRET and Western blotting techniques. Using real-time single-cell analysis, it was
observed the kinetics of Bid and Caspase-3 activation for the first time in living cells during cisplatin-induced
apoptosis.

Key words FRET, cisplatin, apoptosis, Bid, Caspase-3
DOI: 10.3724/SP.J.1206.2009.00067

*This research is supported by grants from The Program for Changjiang Scholars and Innovative Research Team in University (IRT0829), The National

Natural Science Foundation of China (30870676, 30870658) and The Natural Science Foundation of Guangdong Province (7117865).

**Corresponding author.

Tel: 86-20-85211436, E-mail: liulei@scnu.edu.cn

Received: February 4, 2009 Accepted: May 25, 2009

1179· ·


