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益智仁中二苯基庚烷类化合物的血管生成抑制活性
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摘　要　探讨益智仁中两个已知二苯基庚烷类化合物ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ和ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＢ以及结构类似物姜黄素（ｃｕｒｃｕ
ｍｉｎ）的血管生成抑制活性。采用了转基因荧光斑马鱼为体内实验动物模型，人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）为体外实验模
型，评价了上述３个化合物的活性及毒性。以血管生成抑制指数（ＡＩ）代表化合物的活性与毒性之比。结果表明，无论是体
外实验还是体内实验，姜黄素的血管生成抑制作用最强而毒性最低，ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ次之，ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＢ抑制活性最低而毒
性最强。因此，姜黄素为三者中最佳的血管生成抑制剂。
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　　血管生成是指新生血管从已有血管分支生成
的过程，这个现象既发生在生理过程中，如胚胎发

育、伤口愈合，同时也与一些疾病相关，如肿瘤生

长、类风湿性关节炎、糖尿病性视网膜病变［１］。自

从１９７０年代初期，Ｆｏｌｋｍａｎ［２］提出肿瘤的生长与转
移和血管生成密切相关后，大量的研究表明，抑制

血管生成是抗肿瘤治疗的一种新策略。２００４年
ＦＤＡ批准了第１个肿瘤血管生成抑制剂贝伐单抗

（商品名：Ａｖａｓｔｉｎ）上市，目前已有 １０多个血管生
成抑制剂正在进行临床试验。

天然药物是抗肿瘤药物的一个重要来源，目前

已经有许多中药的有效成分被报道具有血管生成抑

制作用，如雷公藤甲素［３］、大黄蒽醌［４］、槲皮素［５］、

靛玉红［６］等。益智仁是姜科植物益智 Ａｌｐｉｎｉａ
ｏｘｙｐｈｙｌｌａＭｉｑ的干燥成熟果实，用于治疗消化不
良、腹泻、肾虚及记忆力衰退。益智仁含有的主
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要化学成分有油脂、黄酮类、二苯基庚烷类和倍

半萜类成分。有研究表明，从益智仁的乙酸乙酯

可溶物中分离得到的两个二苯基庚烷类成分

ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ和Ｂ，可以抑制ＤＭＢＡＴＰＡ诱导的
小鼠皮肤癌的产生，并推断该作用与它们的抗炎

症因子的活性有关［７］。在本研究的抗血管生成

中药筛选的前期研究中发现，益智仁乙酸乙酯提

取物在体内和体外模型中均具有血管生成抑制

活性［８］。为了进一步探索益智仁血管生成抑制

作用的物质基础，本研究对益智仁乙酸乙酯部位

进行分离，也得到了两个已知的二苯基庚烷化合

物 ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ和 Ｂ，采用体外 ＨＵＶＥＣ实验和
体内斑马鱼模型，对 ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ、Ｂ以及它们
的结构类似物姜黄素的血管生成抑制活性进行

研究，同时评估了它们的毒性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｕｒｃｕｍｉｎ，ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡａｎｄＢ
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　材　料

１１　试　剂
姜黄素对照品（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，货

号：０８５１１）；ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ、Ｂ为本课题组从益智
仁中分离纯化得到，波谱数据与文献报道一致［９］，

纯度经检测大于９８％（３个化合物结构式见图１）；
二甲亚砜（ＤＭＳＯ，美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，货号：
Ｄ８４１８）；内皮细胞生长因子受体酪氨酸激酶抑制
剂Ⅱ（ＶＲＩ，美国默克公司，货号６７６４８１）；细胞计数
试剂盒（ＣＣＫ８，日本同仁化学研究所）；ＥＧＭ２培
养基（美国 Ｌｏｎｚａ公司，货号 ＣＣ３１６２）。Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶（美国ＢＤ公司）。

１２　仪　器
ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ多功能酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公

司）；ＩＸ７１倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
ＳＭＺ６４５体视显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司）；ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６０专业图像分析软件（美国 ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔ
ｉｃｓ公司）；ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５数据分析软件（美国
ＧｒａｐｈＰａｄ软件公司）
１３　细胞和动物

人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ，美国 Ｌｏｎｚａ公
司，货号ＣＣ２２５７）；斑马鱼野生型及 Ｔｇ（ｆｌｉ１：ＥＧ
ＦＰ）转基因型成鱼（南京大学模式动物研究所，品
系为Ｔｕｂｉｎｇｅｎ）。

'

　方　法

２１　ＨＵＶＥＣ细胞毒性实验
将 ＨＵＶＥＣ细胞用 ＥＧＭ２培养，种入 ９６孔

板，每孔３０００个细胞，于ＣＯ２培养箱中贴壁培养
１２ｈ。弃去上清液，加入含有不同浓度药物的
ＥＧＭ２培养液，每孔２００μＬ。ＤＭＳＯ的最终浓度
控制在小于 ０１％。以含有 ０１％ＤＭＳＯ的细胞
孔为对照组。以仅含培养基不含细胞的孔作为

空白组。每个浓度重复 ３个孔。在 ＣＯ２培养箱
中孵育７２ｈ后，加入 ＣＣＫ８试剂，每孔１０μＬ，继
续培养２ｈ。将 ９６孔板摇匀，放入酶标仪中，在
４５０ｎｍ波长下，测定各个孔的吸收度（Ａ），以对
照组细胞存活率为１００％，计算各药物浓度组的
细胞存活率。存活率（％）＝（Ａｔｒｅａｔｅｄ－Ａｂｌａｎｋ）／
（Ａｃｏｎｔｒｏｌ－Ａｂｌａｎｋ）×１００。用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件
统计出３个药物的半数致死浓度（ＬＣ５０）。
２２　ＨＵＶＥＣ小管形成实验

向４８孔板中均匀地铺上 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，每
孔１００μＬ，然后放入ＣＯ２培养箱中４５ｍｉｎ使其凝
固。取出 ４８孔板，每孔加入含有 ２×１０４细胞的
ＥＧＭ２培养基 ５０μＬ，并且加入不同浓度的药物
５０μＬ以及０１％ ＤＭＳＯ，孵育１２ｈ。用倒置显微镜
放大１００倍拍照。小管的长度用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软
件定量。选择４个随机的区域进行拍照定量。以对
照组细胞小管的长度为１００％，计算各药物浓度组的
小管长度的相对百分率，并用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软
件统计出３个药物的半数有效浓度（ＥＣ５０）。
２３　斑马鱼血管生成抑制实验

采用转基因荧光斑马鱼 Ｔｇ（ｆｌｉ１：ＥＧＦＰ）的鱼

６８
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卵，在受精后２４ｈ（２４ｈｐｆ）用镊子去除卵膜，加入
２４孔板，每孔５０只。鱼卵培养液为０２ｇ／Ｌ海盐，
每孔１ｍＬ。每孔加入不同浓度的药物，以 ０１％
ＤＭＳＯ为对照组。将２４孔板放入恒温箱，控制温
度为２８５℃，孵育４８ｈ，至胚胎７２ｈｐｆ时取出，在
荧光显微镜下观察体节间血管（ＩＳＶ）的形成情况，
只要产生一根及以上的 ＩＳＶ形成受阻即判定该鱼
血管生成受抑制。计算血管生成受抑制的鱼卵占

该组全部存活鱼卵的百分比为抑制率，对照组血管

生成受抑制的鱼卵为０。能产生５０％的鱼卵发生
ＩＳＶ形成受抑制的浓度即为该药物的 ＥＣ５０。用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件统计出３个药物的ＥＣ５０。药
物作用期间不喂食。

２４　斑马鱼毒性实验
取２４ｈｐｆ野生型斑马鱼鱼卵，用镊子去除卵

膜，放入 ２４孔板中，每孔 ２０只。鱼卵培养液为
０２ｇ／Ｌ海盐，每孔１ｍＬ。每孔加入不同浓度的药
物，以０１％ ＤＭＳＯ为对照组。将２４孔板放入恒
温箱，控制温度为 ２８５℃，孵育 ４８ｈ，至胚胎
７２ｈｐｆ时取出，在体视显微镜下观察每孔鱼卵的死
亡情况（以心脏停止跳动判定为死亡）。以对照组

斑马鱼卵存活率为１００％，计算各药物浓度组的鱼
卵相对存活率，并用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件统计出
３个药物的ＬＣ５０。药物作用期间不喂食，如果发现
有死鱼及时捞出。

$

　结　果

３１　对ＨＵＶＥＣ的细胞毒作用
３种化合物对 ＨＵＶＥＣ的细胞毒性 ＬＣ５０见表

１，细胞毒性由强到弱依次为 ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＢ、姜黄
素、ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎＡ。
３２　对ＨＵＶＥＣ小管形成的抑制作用

３种二苯基庚烷类化合物对ＨＵＶＥＣ小管形成
的均有抑制作用见图２，ＥＣ５０见表１。
３３　体外ＨＵＶＥＣ实验中的血管生成抑制指数

为了比较这３个化合物的血管生成抑制作用，
本研究计算其在体外 ＨＵＶＥＣ实验中的血管生成
抑制指数（ＡＩ＝ＬＣ５０／ＥＣ５０）。ＡＩ越大，说明药物的
血管生成抑制作用越强，或者毒性越小。ＡＩ越小，
说明药物的血管生成抑制作用越弱，或者毒性越

大。３种二苯基庚烷类化合物的 ＡＩ计算见表 １。
结果表明，姜黄素在体外 ＨＵＶＥＣ实验中具有最强
的血管生成抑制作用。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｕｒｃｕｍｉｎ，ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡａｎｄＢｏｎＨＵ
ＶＥＣｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ＨＵＶＥＣｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄｏｎＭａｔｒｉｇｅｌａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０１％ ＤＭＳＯ
（Ａ），ｃｕｒｃｕｍｉｎ１０μｍｏｌ／Ｌ（Ｂ），ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ（Ｃ），ａｎｄＹａｋｕｃｈｉ
ｎｏｎｅＢ（Ｄ）ｆｏｒ１２ｈ

Ｔａｂｌｅ１　 Ｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｒｅｅｄｉａｒｙｌｈｅｐｔａｎｏｉｄｓ
ｉｎＨＵＶＥＣ

Ｃｏｍｐｄ ＬＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ＥＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ＡＩ
Ｃｕｒｃｕｍｉｎ １１７ ６８ １７２
ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ １６９ ２６ ０６５
ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＢ ６７ ２７ ０２５
ＡＩ＝ＬＣ５０／ＥＣ５０

３４　对斑马鱼的毒性作用
３种化合物对斑马鱼的 ＬＣ５０见表 ２。结果表

明，姜黄素的毒性与 ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎＢ相当，均高于
ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ。
３５　对斑马鱼的血管生成抑制作用

３种二苯基庚烷类化合物对斑马鱼的 ＩＳＶ形
成的均有抑制作用见图３，ＥＣ５０见表２。
３６　斑马鱼模型中的血管生成抑制指数

为了比较这３个化合物的血管生成抑制作用，
本研究计算其在斑马鱼模型中的 ＡＩ。ＡＩ越大，说
明药物的血管生成抑制作用越强，或者毒性越小。

ＡＩ越小，说明药物的血管生成抑制作用越弱，或者
毒性越大。３种二苯基庚烷类化合物的ＡＩ见表２。
结果表明，姜黄素在体内实验中具有最强的血管生

成抑制作用。

７８
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Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｔｅｒｓｅｇｍｅｎｔａｌｖｅｓｓｅｌ（ＩＳＶ）
ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｔ７２ｈｐｆｔｒｅａｔｅｄｂｙ０１％ＤＭＳＯ（Ａ），ＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＶＲＩ）３００ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｂ），ｃｕｒｃｕｍｉｎ１０μｍｏｌ／Ｌ（Ｃ），Ｙａｋｕｃｈ
ｉｎｏｎｅＡ１０μｍｏｌ／Ｌ（Ｄ）ａｎｄＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＢ１０μｍｏｌ／Ｌ（Ｅ）
ＶＲＩｓｅｒｖｅｄａｓａｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌＹｅｌｌｏｗａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｉｎｔｅｒｒｕｐｔｉｏｎ
ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈＩＳＶｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｔａｂｌｅ２　Ｉｎｖｉｖｏａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｒｅｅｄｉａｒｙｌｈｅｐｔａｎｏｉｄｓｉｎ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

Ｃｏｍｐｄ ＬＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ＥＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ｚＡＩ
Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ３５６ １３ ２７４
ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ ９３７ ５２ １８
ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＢ ４１ ９８ ４２

(

　讨　论

斑马鱼是一种小型热带鱼，是研究发育生物

学、遗传学、环境毒理学等学科的重要模式生

物［１０］。人类血管生成过程中起重要作用的基因，

如 ＶＥＧＦ、ＫＤＲ、ＦＬＴ１、ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、ＴＩＥ１、
ＴＩＥ２等在斑马鱼中的表达模式与哺乳动物非常相
似［１１－１２］。另外，斑马鱼模型还具有体积小、饲养方

便、产卵数量多、加药简便、鱼卵早期透明等优势。

因此，已经成为血管生成抑制剂筛选的重要模型。

由于体外细胞实验容易产生脱靶效应（ｏｆｆ
ｔａｒｇｅｔｅｆｆｅｃｔ），此外不能很好地分辨化合物的毒性，
因此大大降低了药物筛选的有效命中率。本研究

利用抑制指数（ＡＩ）这一指标，将３个二苯基庚烷
类化合物的活性与毒性进行平行比较，能够更加客

观地反应化合物真实的血管生成抑制作用。本研

究的体外实验和体内实验所得到的血管生成抑制

指数排序结果一致，即姜黄素的抑制作用最强，毒

性最低；其次是 ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＡ，抑制作用最弱、毒
性最大的是ＹａｋｕｃｈｉｎｏｎｅＢ。

对二苯基庚烷类化合物的血管生成抑制活性

进行构效关系研究，还需要进一步积累结构多样性

的此类化合物。本研究结果表明，二苯基庚烷类化

合物可能是益智仁乙酸乙酯部位产生血管生成抑

制作用的物质基础。

参 考 文 献

［１］　ＦｉｎｌｅｙＳＤ，ＣｈｕＬＨ，ＰｏｐｅｌＡＳ．Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｓｙｓｔｅｍｓｂｉｏｌｏｇｙ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔｏａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＤｉｓ
ｃｏｖＴｏｄａｙ，２０１４．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｄｒｕｄｉｓ．２０１４．０９．０２６

［２］　ＦｏｌｋｍａｎＪ．Ｔｕｍｏｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ：ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎ
ＥｎｇｌＪＭｅｄ，１９７１，２８５：１１８２－１１８６

［３］　ＨｅＭＦ，ＨｕａｎｇＹＨ，ＷｕＬＷ，ｅｔａｌ．Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｐｏ
ｔｅｎｔａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２０１０，１２６（１）：２６６
－２７８．

［４］　ＨｅＺＨ，ＨｅＭＦ，ＭａＳＣ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｈｕｂａｒｂ
ａｎｄｉｔｓａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００９，
１２１（２）：３１３－３１７

［５］　ＺｈａｏＤ，ＱｉｎＣ，ＦａｎＸ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｌａｒｖａｌｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｄｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１４，７２３：３６０－３６７

［６］　ＡｌｅｘＤ，ＬａｍＩＫ，ＬｉｎＺ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｉｒｕｂｉｎｓｈｏｗｓａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎａｎｉｎｖｉｖｏｚｅｂｒａｆｉｓｈｍｏｄｅｌａｎｄａｎｉｎｖｉｔｒｏＨＵＶＥＣ
ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１０，１３１（２）：２４２－２４７．

［７］　ＣｈｕｎＫＳ，ＰａｒｋＫＫ，ＬｅｅＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｓｋｉｎｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎｂｙａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｉａｒｙｈｅｐｔａｎｏｉｄｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ
ＡｌｐｉｎｉａｏｘｙｐｈｙｌｌａＭｉｑｕｅｌ（Ｚｉｎｇｉｂｅｒａｃｅａｅ）［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｓ，２００２，
１３（１）：３７－４５．

［８］　ＨｅＺＨ，ＧｅＷ，ＹｕｅＧＧ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｆｒｕｉｔ
ｏｆＡｌｐｉｎｉａｏｘｙｐｈｙｌｌａ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１０，１３２（２）：４４３
－４４９．

［９］　ＳｈｏｊｉＮ，ＵｍｅｙａｍａＡ，ＴａｋｅｍｏｔｏＴ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆａｃａｒｄｉｏｔｏｎｉｃ
ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｆｒｏｍＡｌｐｉｎｉａｏｘｙｐｈｙｌｌａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄ，１９８４，５０（２）：
１８６－１８７．

［１０］ＷａｎｇＣＭ，ＪｉｎｇＬＪ，ＷｅｉＹＪ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｏｓｔｅｏｐｏｒｏｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｍｉｃｒｏａｍｏｕｎｔａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎｓＶａｎｄＶＩｂｙｏｎｔｈｅｏｓ
ｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓｍｏｄｅｌｕｓｉｎｇｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ（中国
药科大学学报），２０１４，４５（１）：８８－９１

［１１］ＬｉａｎｇＤ，ＣｈａｎｇＪＲ，ＣｈｉｎＡＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉ
ａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓ，ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ａｎｄ
ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＭｅｃｈＤｅｖ，２００１，
１０８：２９－４３

［１２］ ＰｈａｍＶＮ，ＲｏｍａｎＢＬ，ＷｅｉｎｓｔｅｉｎＢＭ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｄｅｖ
Ｄｙｎ，２００１，２２１（４）：４７０－４７４

８８




