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［摘要］ 　 目的　 探讨叉头框转录因子（ＦＯＸ）Ｍ１ 在小细胞肺癌（ＳＣＬＣ）细胞对顺铂耐药中的

作用及机制。 方法　 采用浓度梯度法建立对顺铂耐药的人 ＳＣＬＣ Ｈ４４６ 细胞系（Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ），采用

荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）和蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测其 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ
及蛋白表达水平。 构建 ＦＯＸＭ１ 基因真核过表达载体转染 Ｈ４４６ 细胞，检测转染不同载体 Ｈ４４６ 细

胞 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平及转染不同载体 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 的细胞存活率并进行比较。 设

计靶向 ＦＯＸＭ１ 的小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），采用 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎ 和 ＦＯＸＭ１ ｓｉＲＮＡ（Ｈ４４６⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组、Ｈ４４６ ／
ＤＤＰ⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组）或阴性对照 ＲＮＡ（Ｈ４４６⁃ＮＣ 组、Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组）转染细胞，比较各组细胞的存

活率及 ＦＯＸＭ１ 下游基因 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达水平。 结果 　 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞

ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均高于 Ｈ４４６ 细胞（Ｐ ＜ ０． ０１）。 ＦＯＸＭ１ 过表达载体转染 Ｈ４４６
细胞 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均高于转染空白载体 Ｈ４４６ 细胞（Ｐ ＜ ０． ０１）。 ＦＯＸＭ１ 过

表达载体转染 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞存活率低于转染空白载体 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞（Ｐ ＜ ０． ０１）。 Ｈ４４６⁃
ｓｉＦＯＸＭ１ 组ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均低于 Ｈ４４６⁃ＮＣ 组，细胞存活率高于 Ｈ４４６⁃ＮＣ 组

（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均低于 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组，
细胞存活率高于 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０． ０１）。 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１
ｍＲＮＡ 表达水平均高于 Ｈ４４６⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达水平均高于 Ｈ４４６⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组（Ｐ ＜ ０． ０１）。 结论　 ＦＯＸＭ１ 基因的异常表达可能通

过调控 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 的表达促进 ＳＣＬＣ 细胞对顺铂耐药。
［关键词］ 　 叉头框转录因子 Ｍ１；　 小细胞肺癌；　 顺铂；　 化疗耐药
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　 　 肺癌是全球发病率最高的恶性肿瘤之一，是男性

人群中因恶性肿瘤致死的第一位疾病，而在女性人群

中则位列第二［１］。 尽管一些西方国家的肺癌发病率

呈下降趋势，但中国肺癌的发病率仍在上升，成为一个

重大的公共卫生问题，给社会和经济发展带来沉重负

担［２］。 小细胞肺癌（ＳＣＬＣ）虽仅占所有肺癌的 １５％ ，
但危害极大［３］。 如未接受积极治疗，ＳＣＬＣ 患者的 ５ 年

生存率低于 ５％ ，平均总生存期仅为 ２ ～ ４ 个月［４］。 由

于缺乏特定的症状且肿瘤生长快速，确诊时大部分患

者已有远处转移，失去手术治疗的机会。 目前免疫、靶
向治疗等方法在 ＳＣＬＣ 中取得了较大进展，但化疗仍

是 ＳＣＬＣ 一线和二线治疗的标准方案［５⁃７］。 ＳＣＬＣ 对化

疗的敏感性总体较高，多数患者在初始治疗后可获得

不同程度的缓解，但复发耐药率极高，一旦复发耐药，
患者预后极差。 因此，阐明 ＳＣＬＣ 化疗耐药机制，提高

ＳＣＬＣ 化疗敏感性是目前亟待解决的重要问题。 叉头

框转录因子 Ｍ１（ＦＯＸＭ１）是 Ｆｏｘ 转录因子家族的重要

成员，在多种恶性肿瘤发生、发展和耐药的产生过程中

具有重要作用。 研究显示，ＦＯＸＭ１ 在 ＤＮＡ 损伤后修

复（ＤＤＲ）过程中发挥关键作用。 ＦＯＸＭ１ 参与 ＤＮＡ 碱

基切除修复、同源重组、ＤＮＡ 连接等多种 ＤＤＲ 过程，
从而介导恶性肿瘤细胞对化疗药物耐药［８］。 既往有

研究报道 ＦＯＸＭ１ 在 ＳＣＬＣ 中有过量表达，并在 ＳＣＬＣ
对染料木黄酮耐药的过程中发挥关键作用［９］。 我们

推测 ＦＯＸＭ１ 也有可能是 ＳＣＬＣ 化疗耐药过程中的关

键因子，因此，开展本研究验证这一假设。

材料与方法

１． 材料：人 ＳＣＬＣ 细胞株 Ｈ４４６（中国科学院上海

细胞所）；噻唑蓝溴化四唑（ＭＴＴ）试剂（上海碧云天生

物技术研究所）；逆转录试剂盒 （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司）；引物合成（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；放射免疫沉淀

测定（ＲＩＰＡ）细胞裂解液（上海碧云天生物技术研究

所）；ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒（上海碧云天生物技术研

究所）；ＦＯＸＭ１ 一抗（美国 Ａｂｃａｍ 公司）；ＧＡＰＤＨ 一抗

（武汉三鹰公司）。
２． 方法

（１）细胞培养：人 ＳＣＬＣ 细胞株 Ｈ４４６ 培养条件：

３７ ℃、５％ ＣＯ２、１０％ 胎牛血清及 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基。
采用顺铂（ＤＤＰ）浓度梯度法建立对顺铂耐药的 Ｈ４４６
细胞株（Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ）。

（２）构建 ＦＯＸＭ１ 基因真核过表达载体和细胞转

染：收集对数期 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞，加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 振荡

混匀，裂解细胞，提取总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ，在
Ｇｅｎｂａｎｋ 中查到 ＦＯＸＭ１ 基因的 ｍＲＮＡ 序列，采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５． ０ 软件在其阅读框内设计引物。 所用引物序

列（由上海英俊生物技术有限公司合成）：ＦＯＸＭ１⁃Ｆ：
５’⁃ＡＡＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＣＣＣＧＴＣ⁃３’；ＦＯＸＭ１⁃Ｒ：
５’⁃ＡＡＡＧＧＡＴＣＣＣＴＡＣＴＧＴＡＧＣＴＣＡＧＧＡＡＴＡＡＡＣＴ⁃３’。
聚合酶链反应（ＰＣＲ）产物经 １． ５％ 琼脂糖凝胶电泳，
回收纯化目的基因条带，并与 ｐＭＤ１９⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ（购自

Ｔａｋａｒａ 公司）连接，转化感受态大肠杆菌，扩增后提取

质粒，ＥｃｏＲＩ、ＢａｍＨＩ 双酶切正确的质粒送测序以验

证目的基因的准确性。 将测序正确的质粒和 ｐＣＤＨ 表

达质粒载体经 ＥｃｏＲＩ 和 ＢａｍＨＩ 双酶切处理，分别形成

线性载体和目的片段，琼脂糖凝胶电泳后分别切胶

回收、纯化；然后进行连接反应，并转化感受态大肠杆

菌，提取质粒。 再次进行 ＥｃｏＲＩ 和 ＢａｍＨＩ 双酶切鉴

定，鉴定正确的质粒进行测序以确认目的基因的完整

性和准确性。 空白载体未插入 ＤＮＡ 片段。 ＦＯＸＭ１ 基

因过表达载体和空白载体质粒采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ ２０００
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）转染细胞。 细胞转染前 ２４ ｈ 按照每

孔约 ５ × １０５个细胞的密度接种至 ６ 孔板中，用含 １０％
胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养２４ ｈ ，待细胞长

至 ９０％ ～９５％汇合，分别将 ４． ０ μｇ 质粒 ＤＮＡ 和 １０ μｌ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ ２０００ 与 ２５０ μｌ 不加血清的 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培

养液轻柔混匀，室温孵育 ２０ ｍｉｎ 后滴加到含有 ２ ｍｌ 无
抗生素 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基的 ６ 孔板细胞中，混匀后置

于 ＣＯ２培养箱中培养 ４ ～ ６ ｈ。 然后更换为含有 １０％胎

牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基后继续培养 ２４ ～ ７２ ｈ 后进

行检测。
（３）ＲＮＡ 干扰和细胞转染：设计合成靶向 ＦＯＸＭ１

的小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ，由上海生工公司合成）和阴性

对照 ＲＮＡ，序列分别为 ＦＯＸＭ１ ｓｉＲＮＡ（５’⁃ＧＣＣＧＧＡＡ⁃
ＣＡＵＧＡＣＣＡＵＣＡＡＴＴ⁃３’；终浓度为 １００ ｎＭ）和阴性对

照 ＲＮＡ（５’⁃ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ⁃３’；终浓
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度为 １００ ｎＭ）；ｓｉＲＮＡ 采用 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎ 转染细胞，转染过

程按照说明书进行，简述如下：在 １２ 孔培养皿中接种

适量 Ｈ４４６ 细胞和 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞，培养 １２ ｈ 后汇合

率达 ３０％ ～５０％ ；在不同 １． ５ ｍｌ 无菌 Ｅｐ 管中分别加

入 １００ μｌ 无血清培养基，再分别加入 ５ μｌ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎ 和

ＦＯＸＭ１ ｓｉＲＮＡ（Ｈ４４６⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组、Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ｓｉＦＯＸＭ１
组）或阴性对照 ＲＮＡ（Ｈ４４６⁃ＮＣ 组、Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组）
并振荡混匀，室温放置 １５ ～ ２０ ｍｉｎ；将 ＲＮＡ⁃脂质体复

合物滴加至细胞孔板中，置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃孵育箱培

养 ６ ～８ ｈ；然后更换为新鲜培养基，继续培养 ４８ ～ ７２ ｈ；
收集细胞。

（４）ＭＴＴ 比色法测定细胞存活率：分别收获对数

生长中期、生长状态良好的 Ｈ４４６ 和 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞，
用细胞培养液制成单细胞悬液，整细胞液浓度为 ５ ×
１０４个 ／ ｍｌ。 每孔接种 ５ × １０３ 个细胞 ／ １００ μｌ，每组设

５ 个平行孔；每孔加入 １００ μｌ ＤＤＰ（用无血清培养基溶

解）使其终浓度为 ０、２、４、８、１６ μＭ；药物处理 ４８ ｈ 后，
向每孔加入新鲜配制的 ＭＴＴ 液（５ ｍｇ ／ ｍｌ）２０ μｌ，继续

培养 ４ ｈ，小心吸去孔内培养上清液，每孔加入二甲基

亚砜 １５０ μｌ，振荡 １０ ｍｉｎ，结晶物充分溶解后在酶联免

疫检测仪上用 ４９０ ｎｍ 波长检测光密度值。
（５） 荧光定量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 检测 ＦＯＸＭ１ 及

ＦＯＸＭ１ 下游基因 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｍＲＮＡ
的表达水平：将细胞用磷酸缓冲盐溶液（ ＰＢＳ） 清洗

后加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂，摇匀后裂解提取总 ＲＮＡ，根
据逆转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ 逆转录成互补 ＤＮＡ
（ｃＤＮＡ），进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 人 ＧＡＰＤＨ 上游 ５’⁃
ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡ⁃３’，下游 ３’⁃ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣ⁃
ＣＡＣＡＧＴＴＴＣ⁃５’； 人 ＦＯＸＭ１ 上 游 ５ ’⁃ＡＡＧＡＡＣＴＣ⁃
ＣＡＴＣＣＧＣＣＡＣＡ⁃３’，下游 ３’⁃ＧＣＴＴＡＡＡＣＡＣＣＴＧＧＴＣ⁃
ＣＡＡ⁃５’；人 ＣＤＣ２５Ｂ 上游 ５ ’⁃ＴＣＡＡＡＴＡＴＣＡＧＴＴＡＣ⁃
ＣＣＡＣ⁃３’，下游 ３ ’⁃ＴＣＣＡＴＣＣＧＣＡＡＣＡＡＧＡＣＡ⁃５ ’；人

ｓｕｒｖｉｖｉｎ 上游 ５’⁃ＡＡＣＣＡＧＡＣＣＣＴＣＡＴＧＧＣＴＧ⁃３’，下游

３’⁃ＴＴＣＣＣＡＧＡＣＴＣＣＡＣＴＣＣＡＡ⁃５’；人 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 上游

５ ’⁃ＧＴＴＧＧＴＴＴＣＴＧＣＴＧＧＧＴＧ⁃３ ’， 下 游 ３ ’⁃ＡＴＧＴＴ⁃
ＧＡＴＣＴＴＣＧＣＣＴＴ⁃５’。 所有引物均由美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｉｎ 公

司合成。 ＰＣＲ 反应平台采用美国罗氏公司 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ®

４８０Ⅱ，参数：９５ ℃ ３０ ｓ × １ 个循环，９５ ℃ ５ ｓ、６０ ℃ ３０ ｓ
×４０ 个循环。 反应结束后确认 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的扩增曲线

和溶解曲线，并进行数据分析。
（６）蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测 ＦＯＸＭ１

蛋白的表达水平：细胞离心漂洗后，加入 ＲＩＰＡ 细胞蛋

白裂解液，离心取上清，采用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒计算各组标本的蛋白质浓度。 以 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶先恒压 ６０ Ｖ 使蛋白质跑至同一条起跑线上，待跑

至分离胶上时，改为 ９０ Ｖ，使溴酚蓝全部跑出时停止。
电泳结束后，开始转膜，转膜的条件为恒流 ２２０ ｍＡ、
２ ｈ，转膜结束后，５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，加入一抗 ４ ℃
孵育过夜；次日一抗回收并清洗后，使用 ＨＲＰ 标记二

抗孵育 １ ｈ。 经发光剂显影成像，进行图片扫描。
３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ ２２． ０ 软件进行统计分

析。 计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两组间比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异

有统计学意义。

结　 　 果

１． Ｈ４４６ 和 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞存活率及 ＦＯＸＭ１ 基

因 ｍＲＮＡ、蛋白表达水平比较：ＤＤＰ 浓度越高，Ｈ４４６ 和

Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞存活率越低。 当 ＤＤＰ 浓度为 ４、８、１６ μＭ
时，Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞存活率高于 Ｈ４４６ 细胞（Ｐ ＜ ０． ０５
或 Ｐ ＜ ０． ０１）；当 ＤＤＰ 浓度达到 ８ μＭ 时，Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ
细胞存活率仍高于 ５０％ ［（５３． ８２ ± ３． ３９）％］，而 Ｈ４４６
细胞存活率仅为（２５． １７ ± ５． ０４）％，见图 １。 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ
细胞 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均高于 Ｈ４４６
细胞（２． ３４ ±０． １１ 比 １． １０ ± ０． ０３，Ｐ ＜ ０． ０１；１． ４９ ± ０． ０６
比 １． ０２ ± ０． ０９，Ｐ ＜ ０． ０１）。

注：与 Ｈ４４６ 细胞比较，ａＰ ＜ ０． ０５，ｂＰ ＜ ０． ０１
图 １　 不同浓度 ＤＤＰ 处理的 Ｈ４４６ 和 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞存活率比较

　 　 ２． 转染不同载体 Ｈ４４６ 细胞 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平比较及转染不同载体 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细

胞存活率比较：ＦＯＸＭ１ 过表达载体转染 Ｈ４４６ 细胞

ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均高于转染空白

载体 Ｈ４４６ 细胞（５． ８４ ± １． ０６ 比 １． ００ ± ０． １０，Ｐ ＜ ０． ０１；
２． ９８ ±０． ４６ 比 １． ００ ±０． １１，Ｐ ＜ ０． ０１）。 ＦＯＸＭ１ 过表达

载体转染 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞存活率低于转染空白载体

Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞［（４８． ５８ ± ６． ４７）％比（７５． ９５ ± ４． ６２）％，
Ｐ ＜ ０． ０１］。

３． 不同组别细胞 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平、存活率及 ＦＯＸＭ１ 下游基因 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和

ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达水平比较：Ｈ４４６⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组 ＦＯＸＭ１
基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平低于 Ｈ４４６⁃ＮＣ 组，细胞存

活率高于Ｈ４４６⁃ＮＣ组（Ｐ ＜０． ０１）；Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ｓｉＦＯＸＭ１组
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表 １　 不同组别细胞 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平、存活率及 ＦＯＸＭ１ 下游基因 ＣＤＣ２５Ｂ、
ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别
ＦＯＸＭ１ 基因

ｍＲＮＡ 蛋白
细胞存活率 ＣＤＣ２５Ｂ ｍＲＮＡ ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｍＲＮＡ

Ｈ４４６⁃ＮＣ 组 １． ００ ± ０． ０４ １． ００ ± ０． ２１ ０． ７１ ± ０． ０３ １． ００ ± ０． ０７ １． ０１ ± ０． ０５ １． ００ ± ０． ０３
Ｈ４４６⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组 ０． ４４ ± ０． ０６ａ ０． ５４ ± ０． ０７ａ ０． ８１ ± ０． ０３ａ ０． ４７ ± ０． １０ ０． ６０ ± ０． ０９ ０． ５６ ± ０． ０９
Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组 ２． １７ ± ０． １９ １． ６０ ± ０． ２３ ０． ５６ ± ０． ０４ ２． ０５ ± ０． １２ａ １． ８３ ± ０． ０７ａ ２． ２０ ± ０． １５ａ

Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组 ０． ６９ ± ０． １１ｂ ０． ５５ ± ０． ０６ｂ ０． ８１ ± ０． ０３ｂ ０． ８６ ± ０． １７ｃ １． ００ ± ０． １２ｃ １． ２９ ± ０． １２ｃ

　 　 注：与 Ｈ４４６⁃ＮＣ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０１；与 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０１；与 Ｈ４４６⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０１

ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平低于 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃
ＮＣ 组，细胞存活率高于 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０． ０１）。
Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃ＮＣ 组 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｍＲＮＡ
表达水平均高于 Ｈ４４６⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ⁃
ｓｉＦＯＸＭ１ 组 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｍＲＮＡ 表达

水平均高于 Ｈ４４６⁃ｓｉＦＯＸＭ１ 组（Ｐ ＜ ０． ０１）。 见表 １。

讨　 　 论

传统上，按照美国退伍军人协会制定的标准，ＳＣＬＣ
可分为局限期和广泛期［１０］。 美国癌症联合会（ＡＪＣＣ）
的 ＴＮＭ 系统更适合于筛选出适合手术治疗的 ＳＣＬＣ
患者。 但无论根据哪种分期方法，仅无纵隔和锁骨上

淋巴结转移的 ＴＮＭ 分期Ⅰ期的局限期患者有可能可

接受手术治疗。 而没有手术机会的广泛期患者约占所

有新诊断的 ＳＣＬＣ 的 ６５％ ，其治疗方案选择非常有限。
根据美国国立综合癌症网络（ＮＣＣＮ）临床实践指南：
小细胞肺癌（２０２２． Ｖ２）及中国临床肿瘤学会小细胞肺

癌诊疗指南 ２０２２，以铂类药物为基础的双药化疗联合

免疫治疗方案是广泛期患者的一线治疗方案［１１⁃１２］。
二线治疗方面，日本的一项研究显示，由顺铂、依托泊

苷、伊立替康 ３ 种药物组成的联合化疗较伊立替康单

药化疗患者的总生存期（ＯＳ）有所延长（１８． ２ 个月比

１２． ５ 个月，Ｐ ＝ ０． ００７ ９） ［１３］。 针对细胞毒性 Ｔ 淋巴细

胞抗原（ＣＴＬＡ）⁃４ 或程序性死亡受体⁃配体 １（ＰＤ⁃Ｌ１）
免疫治疗和靶向 Ｄｅｌｔａ 样经典 Ｎｏｔｃｈ 配体 ３（ＤＬＬ３）、
血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等小分子激酶抑制剂也取

得了一些进展［１４⁃１６］。 程序性死亡受体⁃１（ＰＤ⁃１） ／ ＰＤ⁃Ｌ１
单克隆抗体的成功临床试验为恶性肿瘤免疫学开辟了

新的途径。 Ｐａｚ⁃Ａｒｅｓ 等［１７］ 的一项随机、对照、开放的

３ 期临床研究结果显示，Ｄｕｒｖａｌｕｍａｂ ＋ 顺铂 ／卡铂 ＋ 依

托泊苷显著改善了广泛期 ＳＣＬＣ 患者的 ＯＳ。 虽然免

疫治疗已跻居 ＳＣＬＣ 治疗的一线方案，但以含铂类药

物为基础的双药联合化疗方案仍是 ＳＣＬＣ 治疗的重要

手段，其位置不可替代。
顺铂是 ＳＣＬＣ 最广泛使用的抗肿瘤细胞的化疗药

物。 含顺铂的化疗方案可显著延长患者的 ＯＳ。 大部

分 ＳＣＬＣ 患者经初始治疗可获得疾病缓解或控制，但

多数患者在 ４ ～ ６ 个周期后出现疾病进展，意味着肺癌

细胞对化疗药物出现耐药，而二线治疗效果很差。 因

此，研究 ＳＣＬＣ 化疗耐药的机制，探索其中发挥关键作

用的靶点，可能有助于开发逆转 ＳＣＬＣ 化疗耐药的治

疗策略，也有助于制定个体化的治疗方案，从而提高疗

效并最大程度减少不良反应。 既往研究结果显示，促
使 ＳＣＬＣ 化疗耐药的主要机制包括 ＤＮＡ 损伤修复异

常（ＤＤＲ）、细胞自噬异常等［１８］。 ＦＯＸＭ１ 是在 ＤＤＲ 过

程中起关键作用的转录因子，其可通过转录活化 ＤＮＡ
聚合酶，ＰｏｌＥ２、复制因子 Ｃ４（ＲＦＣ４），并作为 ＤＮＡ 连

接酶Ⅲ的共作用因子参与 ＤＮＡ 碱基切除修复、同源重

组、ＤＮＡ 连接等多种 ＤＤＲ 过程［１９］。 ＦＯＸＭ１ 通过直接

调控 Ｇ１ ／ Ｓ 和 Ｇ２ ／ Ｍ 进展所必需的转录信号网络，在
细胞增殖中发挥关键作用，特别是对细胞周期基因

的积极调控［２０］。 下调 ＦＯＸＭ１ 基因表达显著改善卵

巢癌、非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）对顺铂的耐药性［１９，２１］。
除此之外，ＦＯＸＭ１ 还参与恶性肿瘤的血管形成、远处

转移等多个重要环节，并与多种恶性肿瘤患者的预后

明显相关［２２⁃２４］。 ＳＣＬＣ 组织中同样出现 ＦＯＸＭ１ 表达

水平明显升高，并与患者的不良预后相关，包括生存

期和化疗耐药性。 Ｌｉａｎｇ 等［２０］发现，与低 ＦＯＸＭ１ 表达

组相比，高 ＦＯＸＭ１ 表达组 ＳＣＬＣ 与晚期临床分期、
胸外转移及 ＯＳ 降低显著相关（７． ９０ 个月比 １２． ４６ 个

月）。 此外，高 ＦＯＸＭ１ 表达组在标准化疗后的无进展

生存期更短（３． ９０ 个月比 ８． ６９ 个月）。 Ｌｉｕ 等［２５］ 的研

究证实，ＦＯＸＭ１ 过表达可降低 ＮＳＣＬＣ 对顺铂的敏感

性，而 ＦＯＸＭ１ 表达下调可使对顺铂耐药的 ＮＳＣＬＣ 细

胞对顺铂诱导的细胞凋亡敏感，表明过表达 ＦＯＸＭ１
与 ＮＳＣＬＣ 中顺铂耐药性有关。

Ｔｉａｎ 等［９］的研究结果显示，染料木黄酮可通过抑

制 ＦＯＸＭ１ 通路的过度活化发挥对 ＳＣＬＣ 的抗肿瘤作

用，上调 ＳＣＬＣＨ４４６ 细胞 ＦＯＸＭ１ 表达水平，Ｈ４４６ 细胞

可出现对 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 耐药，表明 ＦＯＸＭ１ 可介导 ＳＣＬＣ 对

化疗药物的耐药过程。 提示 ＦＯＸＭ１ 有可能在 ＳＣＬＣ
顺铂耐药中发挥重要作用。 本研究通过对顺铂耐药的

ＳＣＬＣ 细胞系 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 的研究发现，与顺铂敏感的

Ｈ４４６ 细胞相比，Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＦＯＸＭ１ 基因 ｍＲＮＡ
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和蛋白的表达水平均显著增加；而抑制 Ｈ４４６ ／ ＤＤＰ 细

胞中 ＦＯＸＭ１ 表达，则可显著抑制其对顺铂的耐药性。
上调 ＦＯＸＭ１ 表达水平则可使化疗敏感的 ＳＣＬＣ 细胞

出现耐药，表明 ＦＯＸＭ１ 是 ＳＣＬＣ 顺铂耐药过程中的关

键环节。
事实上，ＦＯＸＭ１ 是调控细胞增殖和凋亡的重要转

录因子，在细胞从 Ｇ１ 期向 Ｓ 期进化和维持染色体稳

定性方面起关键作用。 ＦＯＸＭ１ 通过激活其靶基因

ＣＤＣ２５Ａ、ＣＤＣ２５Ｂ、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ＰＬＫ１ 及抑制 ｐ２１、
ｐ２７ 等的表达调控细胞周期进展，促进恶性肿瘤的发

生［２６］。 Ｎｅｓｔａｌ ｄｅ Ｍｏｒａｅｓ 等［２７］发现，ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是 ＦＯＸＭ１
的直接转录靶标，在乳腺癌耐药细胞系中，ＦＯＸＭ１ 和

ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达明显上调，将 ＦＯＸＭ１ 基因敲除后会导

致 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达下降，表明 ＦＯＸＭ１ 可能直接调控

ｓｕｒｖｉｖｉｎ 参与恶性肿瘤的耐药［２７］，与本研究结果一致。
Ｋｏｎｇｓｅｍａ 等［２８］ 研究发现，硫链丝菌素可显著抑制乳

腺癌细胞生长，并可明显降低 ＦＯＸＭ１ 及 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 的

表达水平，这一效应存在明显的药物浓度依赖性，提示

靶向 ＦＯＸＭ１ ／ ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 通路可能发挥抗肿瘤作用。 综

合以上研究结果，推测 ＦＯＸＭ１ 具有成为逆转肿瘤化

疗耐药治疗靶点的巨大潜力。 同时，本研究也存在一

些不足之处，针对 ＦＯＸＭ１ 介导 ＳＣＬＣ 顺铂耐药的机

制，本研究发现顺铂耐药细胞株中 ＣＤＣ２５Ｂ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ
和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达水平显著升高，提示这些下游信号可

能与 ＦＯＸＭ１ 介导 ＳＣＬＣ 顺铂耐药有关，与上述研究报

道一致，但未能进一步阐明其具体作用及其与 ＤＤＲ 异

常的关系。 这些问题将在今后的研究中进一步探讨。
综上所述，ＦＯＸＭ１ 基因在 ＳＣＬＣ 顺铂耐药细胞中

表达显著上调，且通过正向调控其下游靶向基因介导

细胞的耐药，表明 ＦＯＸＭ１ 是 ＳＣＬＣ 顺铂耐药过程中的

关键环节，可为开发新的 ＳＣＬＣ 治疗方案提供新靶点

和方向。
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｒｅｌａｐｓｅｄ ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
（ＪＣＯＧ０６０５）：ａ ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｅ，ｏｐｅｎ⁃ｌａｂｅｌ，ｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ ｐｈａｓｅ ３ ｔｒｉａｌ［ Ｊ］ ．
Ｌａｎｃｅｔ Ｏｎｃｏｌ，２０１６，１７（８）：１１４７⁃１１５７．

［１４］Ａｒｒｉｏｌａ Ｅ，Ｗｈｅａｔｅｒ Ｍ，Ｇａｌｅａ Ｉ，ｅｔ ａｌ． Ｏｕｔｃｏｍｅ ａｎｄ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｆｒｏｍ ａ ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ ｐｈａｓｅ ２ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｐｉｌｉｍｕｍａｂ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ ａｎｄ ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ ａｓ ｆｉｒｓｔ⁃ｌｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ⁃ｓｔａｇｅ ＳＣＬＣ
［Ｊ］ ． Ｔｈｏｒａｃ Ｏｎｃｏｌ，２０１６，１１（９）：１５１１⁃１５２１．

［１５］ Ｈｏｒｎ Ｌ，Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ ＡＳ，Ｓｚｃｚęｓｎａ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｆｉｒｓｔ⁃ｌｉｎｅ ａｔｅｚｏｌｉｚｕｍａｂ ｐｌｕｓ
ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ⁃ｓｔａｇｅ ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄ，２０１８，３７９（２３）：２２２０⁃２２２９．

［１６］Ｔｓｉｏｕｐｒｏｕ Ｉ， Ｚａｈａｒｉａｓ Ａ， Ｓｐｙｒａｔｏｓ Ｄ． Ｔｈｅ Ｒｏｌｅ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ
Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ Ｓｔａｇｅ Ｓｍａｌｌ⁃Ｃｅｌｌ Ｌｕｎｇ Ｃａｎｃｅｒ：Ａ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ
［Ｊ］ ． Ｃａｎ Ｒｅｓｐｉｒ Ｊ，２０１９，２０１９：６８６０４３２．

［１７］Ｐａｚ⁃Ａｒｅｓ Ｌ，Ｄｖｏｒｋｉｎ Ｍ，Ｃｈｅｎ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｄｕｒｖａｌｕｍａｂ ｐｌｕｓ ｐｌａｔｉｎｕｍ⁃ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ
ｖｅｒｓｕｓ ｐｌａｔｉｎｕｍ⁃ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ ｉｎ ｆｉｒｓｔ⁃ｌｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ⁃ｓｔａｇｅ ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ（ＣＡＳＰＩＡＮ）：ａ ｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ，ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ，ｏｐｅｎ⁃ｌａｂｅｌ，ｐｈａｓｅ ３
ｔｒｉａｌ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ，２０１９，３９４（１０２１２）：１９２９⁃１９３９．

［１８］Ｐａｎ Ｂ，Ｃｈｅｎ Ｙ，Ｓｏｎｇ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｍｉｒ⁃２４⁃３ｐ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ
ＶＰ１６⁃ＤＤＰ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＡＴＧ４Ａ
［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１５，６（１）：３１７⁃３３１．

［１９］Ｚｈｏｕ Ｊ，Ｗａｎｇ Ｙ，Ｗａｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＭ１ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｅｘｏ１ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１４，９ （ ５ ）：
ｅ９６９８９．

［２０］Ｌｉａｎｇ ＳＫ，Ｈｓｕ ＣＣ，Ｓｏｎｇ ＨＬ，ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＭ１ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０２１，４０（３０）：４８４７⁃４８５８．

［２１］Ｗａｎｇ Ｙ，Ｗｅｎ Ｌ， Ｚｈａｏ ＳＨ， ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＭ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｂａｓｅｄ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｐｏｏｒ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅｄ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｌｕｎｇ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１３，７９（２）：１７３⁃１７９．

［２２］Ｋｉｍ Ｈ，Ｐａｒｋ ＫＪ，Ｒｙｕ ＢＫ，ｅｔ ａｌ． Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｍ１（ＦＯＸＭ１） ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｉｓ ａ ｋｅｙ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｄｒｉｖｅｒ ｏｆ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｈｕｍａｎ ｍｅｎｉｎｇｉｏｍａ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ Ａｐｐｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０２０，４６（２）：１２５⁃１４１．

［２３］Ｗｅｉ Ｐ，Ｚｈａｎｇ Ｎ，Ｗａｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＭ１ Ｐｒｏｍｏｔｅｓ Ｌｕｎｇ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
Ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＳＮＡＩＬ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ，
２０１５，１１（２）：１８６⁃１９８．

［２４］Ｄａｉ Ｊ，Ｙａｎｇ Ｌ，Ｗａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ Ｖａｌｕｅ ｏｆ ＦＯＸＭ１ ｉｎ Ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ Ｍａｌｉｇｎａｎｔ Ｓｏｌｉｄ Ｔｕｍｏｒ：Ａ Ｍｅｔａ⁃Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｓｙｓｔｅｍ Ｒｅｖｉｅｗ［ Ｊ］ ．
Ｄｉｓ Ｍａｒｋｅｒｓ，２０１５，２０１５：３５２４７８．

［２５］Ｌｉｕ Ｙ，Ｃｈｅｎ Ｘ，Ｇｕ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＭ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｔｏ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＪＮＫ ／ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ．
Ｎｅｏｐｌａｓｍａ，２０１５，６２（１）：６１⁃７１．

［２６］Ｌｉ Ｒ，Ｗａｎｇ Ｘ，Ｚｈａｏ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆ ａｎｄ Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ
Ｍ１ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ
Ｌｅｔｔ，２０２０，１９（２）：１３６８⁃１３７４．

［２７］Ｎｅｓｔａｌ ｄｅ Ｍｏｒａｅｓ Ｇ，Ｄｅｌｂｕｅ Ｄ，Ｓｉｌｖａ ＫＬ，ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＭ１ ｔａｒｇｅｔｓ ＸＩＡＰ
ａｎｄ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｔｏ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ，２０１５，２７（１２）：２４９６⁃２５０５．

［２８］Ｋｏｎｇｓｅｍａ Ｍ，Ｗｏｎｇｋｈｉｅｏ Ｓ，Ｋｈｏｎｇｋｏｗ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆ Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｍ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｉｏｓｔｒｅｐｔｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ，２０１９，４２（３）：９５３⁃９６２．

（收稿日期：２０２２⁃０４⁃２６）

（本文编辑：周三凤）
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