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■背景资料
先天性巨结肠(hir-
schsprung disease, 
HSCR)是由胚胎
期肠神经嵴细胞
迁移障碍导致的
先天性消化道畸
形, 病因复杂, 遗
传因素占主导地
位 .  全转录组测
序技术近年来已
被广泛应用于多
种人类复杂疾病
的研究 ,  无论对
于生物标志物的
寻找还是对于探
寻新的发病机
制、制定个体化
治疗方案都有重
要意义.   
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Abstract
AIM
To screen the differentially expressed genes 
(DEGs) in aganglionic and ganglionated 
colon tissues of hirschsprung disease (HSCR) 
patients.

METHODS
RNA was extracted f rom paired-colon 
samples (formalin-fixed, paraffin-embedded 
sections) of three HSCR patients (two affected 
by total colonic aganglionosis and one by 
long-segment HSCR) and purified. Ribosomal 
RNA was eliminated before generating the 
cDNA library. After RNA-sequencing, the 
gene ontology (GO) analysis was performed 
to uncover the b io logica l funct ions o f 
DEGs. The kyoto encyclopedia of genes 
and genomes (KEGG) pathway enrichment 
analysis was applied to find out the related 
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测序数据质量合格, 测序数据与人类基因组
参考基因对比匹配率合格, 样品间基因表达
相关性合格. 3对病变组织和正常组织共有
1382个差异表达基因, 包括899个表达一致
上调的基因、483个表达一致下调的基因. 
1382个差异表达基因被分为383个功能聚类. 
KEGG分析表明这些差异表达基因参与胆汁
分泌、蛋白质消化与吸收、脂肪消化与吸
收、维生素A代谢、类固醇激素生物合成、
淀粉和蔗糖代谢等信号通路.

结论
本研究首次利用RNA-Seq技术对先天性巨
结肠病变组织和正常组织中的差异表达基
因进行了全面分析, 可为推动疾病发病机制
的研究提供新思路.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 先天性巨结肠; 全转录组测序; 差异表达

基因; 福尔马林固定后石蜡包埋

核心提要: 基于全转录组测序技术, 作者通过对
先天性巨结肠患者病变组织和正常组织中的差

异表达基因进行全面分析, 初步发现了几个重
要的转录因子家族成员可能参与疾病发生.
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0  引言

先天性巨结肠(hirschsprung disease, HSCR)又
称肠无神经节细胞症, 是由胚胎期肠神经嵴细

胞迁移障碍导致的先天性消化道畸形[1-3]. 活产

儿发病率平均1/5000, 遗传因素占主导地位且

发病机制复杂[4,5]. 临床首诊患儿中相当一部分

是月龄<3 mo的新生儿或小婴儿, 其临床表现

多样、诊断难度大, 因腹膜炎、感染中毒性休

克、巨结肠危象、严重出血、小肠结肠炎等

各种情况死亡者多. 虽然近年来随着外科治疗

手段的不断改进使得本病死亡率有所降低, 但
仍有很多患儿在治疗后出现诸如反复肠炎、

粪污、持续性难治性便秘等一系列并发症, 造
成进一步处理困难甚至造成患儿难以矫治的

心理问题, 严重影响其生长发育和生活质量, 

signal pathways. 

RESULTS
There were a total of 1382 significantly commom 
DEGs in the three paired samples, including 
899 consistently up-regulated DEGs and 483 
consistently down-regulated DEGs. The 1382 
DEGs were categorized into 383 functional 
categories by GO analysis. The KEGG pathway 
analysis suggested 25 significant signal 
pathways, including bile secretion, protein 
digestion and absorption, fat digestion and 
absorption, retinol metabolism, steroid hormone 
biosynthesis, and starch and sucrose metabolism. 

CONCLUSION
In the current study, the DEGs of aganglionic 
and ganglionated colon tissues were thoroughly 
analyzed for the first time, which will shed new 
light on the pathogenesis of HSCR.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
筛选先天性巨结肠(hirschsprung disease, 
HSCR)患者病变肠组织和正常肠组织的差
异表达基因.

方法
选取2例全结肠型HSCR、1例长段型HSCR
患者, 从福尔马林固定后石蜡包埋样本中提
取RNA, 采用去除核糖体的方法构建cDNA
文库后, 应用RNA-Seq全面分析3对肠组织
样本的转录组, 筛选出病变组织和正常组
织的差异表达基因. 应用GO(gene ontology)
方法分析差异表达基因的功能聚类 ,  应
用KEGG(kyoto encyclopedia of genes and 
genomes)信号通路富集性方法分析差异表
达基因相关的信号通路.

结果
3对标本的总RNA提取质量合格, RNA-Seq

姜茜, 等. 基于RNA-Seq技术的先天性巨结肠转录组学

2017-08-28|Volume 25|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com 2201

■研发前沿
RNA-Seq技术为
很多出生缺陷疾
病的研究提供了
强大的平台 .  本
研究首次将该技
术应用于先天性
巨结肠 ,  将差异
基因表达与生物
信息学分析相结
合 ,  有可能为新
的致病基因寻找
提供新思路. 
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■相关报道
瑞典研究人员发
现肥胖女性(或孕
期体质量指数超
标)后代罹患先天
性巨结肠的风险
可显著增加. 基于
本文的研究结果, 
大家推测 :  无论
是由于母体物质
代谢紊乱还是个
体基因突变等原
因导致的胚胎发
育早期能量代谢
失常都有可能干
扰肠神经系统的
正常发育, 并最终
引起疾病发生.  

给社会和家庭都带来了沉重的经济负担. 我国

平均每年新增患者3500例, 随着“全面两孩”

政策的正式实施和高龄产妇的逐年增加, 这一

患病人群仍会以较高的速度不断扩增, 是名副

其实的不能被忽视的罕见病. 全转录组测序技

术(RNA sequencing, RNA-Seq)是转录组测序

的新一代技术, 已成为多物种转录组研究中不

可或缺的一个强大平台[6-9]. 近年来, RNA-Seq
技术已被广泛应用于多种人类复杂疾病、恶

性肿瘤、出生缺陷等疾病的研究, 无论对于

生物标志物的寻找还是对于探寻新的发病机

制、制定个体化治疗方案、精准修正干预措

施都有重要意义[10-13]. 

1  材料和方法

1.1 材料 3例HSCR患者病变段肠组织(免疫组

化染色确定无神经节细胞)及正常段肠组织(免
疫组化染色确定有神经节细胞)石蜡包埋样本

为首都儿科研究所附属儿童医院普通外科及

病理科手术切除后制作、保存. 其中2例全结

肠型HSCR患者(编号: H0116, 男性, 11 mo; 编
号: H0127, 女性, 3 mo), 1例长段型HSCR患者

(编号: H0129, 女性, 10 mo). 石蜡包埋组织切

片总RNA提取试剂盒(货号: DP439, 天根生化

科技北京有限公司, 中国); Ribo-zero™ rRNA 
Removal Kit (Epicentre, 麦迪逊, 威斯康星州, 美
国); NEBNext® Ultra™ Directional RNA Library 
Prep Kit(NEB, 伊普斯威奇, 马萨诸塞州, 美国). 
1.2 方法
1.2.1 高通量测序: RNA测序由北京诺禾致源

生物信息科技有限公司完成, 主要步骤包括: 3
对肠组织样本各切取15片, 提取总RNA; 对样

品进行质量检测后去除核糖体, 纯化、沉淀

后进行文库构建. 质检合格的cDNA文库进行

HiSeq上机测序. 
1.2.2 生物信息学分析: 由于福尔马林固定过

程会对样品的DNA和RNA产生明显破坏作用, 
故在正式筛选差异表达基因之前, 我们首先对

测序原始数据进行了质量评估, 包括: 测序错

误率分布检查(Phred分值20对应的碱基正确识

别率为99%, Phred分值30对应的碱基正确识

别率为99.9%)、GC含量分布检查、测序数据

过滤(去掉带接头的原始序列以及低质量的原

始序列). 其中raw reads为原始数据中的reads
数; clean reads为原始数据过滤后的reads数, 此

系列数据是后续生物信息学分析的基础; clean 
bases为原始数据过滤后的碱基数; 错误率是

通过公式Qphred = -10log10(e)计算得到的; GC含
量显示clean reads中G与C占4种碱基的百分比. 
然后我们应用STAR软件对RNA-Seq测序数据

进行比对分析. Total reads为用于比对分析的

clean reads数; total mapped reads为比对到基因

组上的reads数; uniquely mapped reads为比对

到基因组单一位置的reads数; multiple mapped 
reads为比对到基因组多个位置的reads数; total 
mapping rate为比对到基因组上的reads占总

clean reads数的百分比; uniquely mapping rate
为比对到基因组单一位置的reads数占总clean 
reads数的百分比; multiple mapping rate为比对

到基因组多个位置的reads数占总clean reads
数的百分比. 正常情况下测序产生的序列能够

定位到参考基因组的百分比应高于70%, 其中

具有多个比对位置的序列占总体的百分比通

常不超过10%. 使用HTSeq软件进行基因水平

的定量分析, 并采用FKPM(fragments per kilo 
bases per million reads, 来自某一基因每千碱

基长度的测序片段数目, 是目前最常用的基因

表达水平估算方法)估算样本中的基因表达量. 
计算组内及组间样本的相关性系数绘制成热

图(Pearson相关系数图)以直观显示组间样本

差异及组内样本重复情况. 
1.2.3 差异表达基因分析: 分别对HSCR患者病

变段肠组织及正常段肠组织的基因表达水平

进行对比, 最终找到共同的差异表达基因. 
统计学处理 利用edgeR软件进行基因表

达差异的显著性分析, 将Padj(多重假设检验

校正后的P值)<0.05、Foldchange(倍数改变)
绝对值>2作为差异显著性标准. 

2  结果

2.1 FFPE样本RNA-Seq数据质量评估 如表1
所示, 所有样本的Q20在96.59%-97.31%之间, 
Q30在90.78%-93.14%之间(Q20、Q30分别显

示Phred数值>20、30的碱基占总体碱基的百

分比), GC含量分布的差异不大.
2.2 生物信息学分析结果 全部3对肠组织样

本测序数据与人类基因组参考序列比对情况

如表2. 本研究所有样本的total mapping rate
为73.86%-89.89%, multiple mapping rate为
2.27%-5.43%. 计算各样本所有基因或转录本
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■创新盘点
本文基于R N A -
Seq技术, 同时运
用差异基因表达
和多种生物信息
学分析策略对先
天性巨结肠进行
研究 ,  通过功能
聚类和信号通路
富集等方法筛选
可能的新的致病
基因单元 .  目前
国内外尚未见与
本文报道相似的
研究路线及结果.  

的表达值(FPKM)后, 通过绘制分布图和密度

重叠图来展示和比较不同样本间基因表达水

平的分布情况. 如图1所示, 本研究所有样本的

总体基因表达水平相当, 无明显差异.
2.3 差异表达基因分析 在3对先天性巨结肠

患者肠组织中, 样品间基因表达相关系数均

>0.8(图2A). 所有差异表达基因层次聚类热图

分析表明3个病变段肠组织中基因表达变化模

式类似, 3个正常段肠组织中基因表达变化模

式类似(图2B). 火山图分析表明病变段肠组织

与正常段肠组织间有统计学意义的差异表达

基因的分布情况. 与相应的病变段肠组织相

     

表  1  FFPE样本测序数据质量一览表

样品名称 Raw reads Clean reads Clean bases 错误率(%) Q20(%) Q30(%) GC含量(%)

H0129_BB 30731849 26953378 8.09G 0.02 97.13   92.87   46.91

H0127_BB 29919105 27594122 8.28G 0.02 97.31   93.14   46.83

H0116_BB 38469223 31466683 9.44G 0.02 97.24   93.01   43.31

H0129_ZC 35545978 31402169 9.42G 0.02 96.98   92.50   46.71

H0127_ZC 37290696 32446763 9.73G 0.02 96.97   92.52   48.29

H0116_ZC 27778974 26742224 8.02G 0.02 96.59   90.78   46.40

BB: 病变肠组织样本; ZC: 正常肠组织样本.

     

表  2  3对肠组织样本测序数据与人类基因组参考序列比对情况

样品名称 H0129_BB H0127_BB H0116_BB H0129_ZC H0127_ZC H0116_ZC

Total reads 26953378 27594122 31466683 31402169 32446763 23766915

Total mapped reads 20869303 22462832 24245772 24920590 23963792 21364363

Uniquely mapped reads 20174846 21835711 23422760 24129028 23065295 20073384

Multiple mapped reads 694457 627121 823012 791562 898497 1290979

Total mapping rate 77.43% 81.40% 77.06% 79.36% 73.86% 89.89%

Uniquely mapping rate 74.85% 79.13% 74.44% 76.84% 71.09% 84.46%

Multiple mapping rate   2.58%   2.27%   2.62%   2.52%   2.77%   5.43%

BB: 病变肠组织样本; ZC: 正常肠组织样本.

图  1  3对肠组织样本总体基因表达水平相当, 无明显差异. A: 3对样本所有基因的表达值(FPKM)分布图; B: 3对样本所
有基因的表达值(FPKM)密度重叠图. HSCR_BB: 病变肠组织样本, HSCR_ZC: 正常肠组织样本. 
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比, HSCR患者正常段肠组织的差异表达基因

有1382个, 其中上调899个、下调483个(图2C). 
从差异基因韦恩图中可以看出每对样本各自

以及他们之间重叠的差异表达基因个数, 3例
患者的肠组织中共检出404个共同差异表达基

因(图2D). 按照生物学功能对表达差异存在显

著性的基因集进行分类注释后, 我们发现, 很
多基因都属于转录因子家族成员, 如: 同源异

型盒基因家族, 锌指超家族, helix-loop-helix家
族以及细胞核激素受体家族等. 与正常段肠组

■应用要点
本文发现先天性
巨结肠患者病变
肠组织中的很多
异常表达基因都
属于转录因子家
族成员 ,  如 :  同
源异型盒基因家
族, 锌指超家族, 
helix-loop-helix
家族以及细胞核
激素受体家族等. 
这些基因很可能
参与了肠神经系
统的正常发育调
控及病理状态下
症状的产生. 
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图  2  先天性巨结肠差异表达基因. A: 先天性巨结肠病变段肠组织、正常段肠组织中表达的基因之间的相关性; B: 所
有差异表达基因层次聚类热图. 横坐标为样本名称, 热图中红色表示高表达, 蓝色表示低表达. 以log10(FPKM+1)值进行

聚类, 颜色从红到蓝表示log10(FPKM+1)从大到小; C: 差异表达基因火山图. 横坐标代表基因在不同样本中表达倍数变
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■名词解释
转录组测序的
研究对象 :  特定
细胞或组织在
某一功能状态
下所能转录出
来的所有 R N A
的总和 ,  主要
包括 :  mRNA、
small RNA和non-
coding RNA等 . 
转录组研究能够
全面、快速地获
得某一物种特定
组织或器官在某
一状态下的几乎
所有转录本的
序列信息 ,  已广
泛应用于基础研
究、临床诊断和
药物研发等领域. 

织相比, 患者病变段肠组织中表达量显著下

降的基因主要包括: SLC10A2、SLC5A12、
DPEP1、APOA1、SLC6A19、SLC2A2、
MEP1B, MS4A10, CYP3A4及CCL25等(P值介

于7.28E-83和1.02E-59之间), 最多的相差676
倍, 最少的也相差74倍之多. GO分析表明1382
个差异表达基因归属于383个功能聚类. KEGG
分析表明这些差异表达基因主要富集到25个
信号通路上(表3), 参与胆汁分泌、蛋白质消化

与吸收、脂肪消化与吸收、维生素A代谢、类

固醇激素生物合成、淀粉和蔗糖代谢等生物

学过程. 

3  讨论

HSCR是一种与遗传有关的多基因、多因素参

与的复杂疾病, 可散发, 也可呈家族性遗传. 目
前已经鉴定的14个HSCR相关易感基因主要来

自于肠神经系统(enteric nervous system, ENS)
发育中起主要作用的2个信号通路 (R E T、

EDNRB), 以及可调控、影响这些基因表达的

转录因子的编码基因和其他几个在神经系统

发育中已明确具有重要作用的基因[14-17]. 近年

来通过连锁分析、全基因组关联分析、基因

敲除以及动物模型研究发现并确定了这些基

因携带的某些高外显率、罕见致病突变以及

低外显率、常见单核苷酸多态性, 可以解释部

分表型与基因型之间的关联. 尽管如此, 在所

有已知易感基因累积发现的突变仅能解释不

足15%的患者的发病原因, 高度提示其他致病

基因或危险因子的存在[18]. 
HSCR属于典型的肠神经系统发育异常性

疾病. ENS是外周神经系统的重要组成部分, 
由数目众多的神经元、胶质细胞及纵横交织

的神经纤维组成复杂的网络, 能够独立于脑自

主调节肠道的分泌、运动、吸收、血运、免

疫等功能. 由于含有与中枢神经系统相似的细

胞类型及神经递质, 表达的基因也大部分重合, 
且发育关键期大多数神经生长因子的时-空特

     

表  3  病变组与正常组差异表达基因显著性富集的通路

序号 通路ID 通路 P 值 校正P 值 基因数

1 hsa04976 Bile secretion 1.7E-09 2.8E-07  22

2 hsa04974 Protein digestion and absorption 3.0E-09 2.8E-07  23

3 hsa04975 Fat digestion and absorption 3.6E-08 2.2E-06  16

4 hsa00830 Retinol metabolism 2.1E-07 9.8E-06  17

5 hsa04977 Vitamin digestion and absorption 3.2E-07 1.2E-05   11

6 hsa01100 Metabolic pathways 4.1E-07 1.3E-05 121

7 hsa00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 1.4E-06 3.7E-05  17

8 hsa00982 Drug metabolism - cytochrome P450 2.3E-06 5.3E-05  17

9 hsa00140 Steroid hormone biosynthesis 4.1E-06 8.6E-05  14

10 hsa00500 Starch and sucrose metabolism 1.0E-05 1.9E-04  13

11 hsa04973 Carbohydrate digestion and absorption 1.4E-05 2.4E-04  12

12 hsa00591 Linoleic acid metabolism 3.4E-05 5.4E-04  10

13 hsa03320 PPAR signaling pathway 9.6E-05 1.4E-03  15

14 hsa00330 Arginine and proline metabolism 1.1E-04 1.5E-03  13

15 hsa00590 Arachidonic acid metabolism 2.0E-04 2.5E-03  13

16 hsa04614 Renin-angiotensin system 6.6E-04 7.8E-03    6

17 hsa02010 ABC transporters 9.1E-04 1.0E-02  10

18 hsa00910 Nitrogen metabolism 9.9E-04 1.0E-02    7

19 hsa00100 Steroid biosynthesis 1.9E-03 1.8E-02    6

20 hsa00380 Tryptophan metabolism 2.5E-03 2.4E-02    9

21 hsa00051 Fructose and mannose metabolism 4.0E-03 3.6E-02    8

22 hsa00340 Histidine metabolism 4.3E-03 3.7E-02    7

23 hsa04964 Proximal tubule bicarbonate reclamation 5.4E-03 4.4E-02    6

24 hsa04020 Calcium signaling pathway 6.1E-03 4.8E-02 22

25 hsa00360 Phenylalanine metabolism 6.3E-03 4.8E-02    5
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异性表达模式及其调控途径也极其相似, ENS
又被形象地称为“第二个大脑”. 组成ENS的
神经细胞均来源于神经嵴细胞, 后者在胚胎期

从神经轴的两个不同水平进入肠道[称为肠神

经嵴细胞(enteric neural crest cell, ENCC)], 在
肠间充质中迁移、增殖、定居和分化, 最终

聚集成规律排列的神经节并发出突起相互联

系, 形成两个重要的神经丛, 完成信号传递以

及靶细胞的支配. 这一发育过程具有严格的时

间窗, 不仅取决于ENCC的内部特质, 也受到肠

道微环境中多种外部信号分子的引导和影响, 
缺一不可[19,20]. 本研究通过对比3例HSCR患者

病变段与正常段肠组织标本中的基因表达水

平, 发现了多个转录因子家族编码基因可能参

与疾病发生. 其中, 同源异型盒基因(homeobox 
genes, Hox genes)编码一个高度保守的转录因

子家族, 在决定胚胎期细胞的定向分化、增殖

以及调控机体组织器官的发育过程中都发挥

关键作用. 人类含有39个HOX基因, 形成4个基

因簇(HOXA-HOXD), 分布在4条染色体上[21-23]. 
我们在HSCR患者病变肠组织中发现的异常表

达基因包括HOXA11、HOXC8、HOXA13、
HOXB6、HOXD9、HOXD10、HOXD11、
HOXD13、HOXB13、HOXD12、HOXC5、
HOXC6等. 锌指转录因子广泛参与调控胚胎

发育和肿瘤发生过程. 不同的家族成员已显示

在许多信号的级联放大过程中起作用, 包括左

右体轴识别、附肢形成、神经分化和细胞命

运决定等[24-26]. 此外, helix-loop-helix家族成员

和细胞核激素受体家族也都在胚胎发育期具

有重要的调控作用[27-29].
全部1382个差异表达基因富集于383个功

能聚类、25条信号通路, 主要参与胆汁分泌、

蛋白质消化与吸收、脂肪消化与吸收、维生

素A代谢、类固醇激素生物合成、淀粉和蔗糖

代谢等生物学过程. 蛋白质、碳水化合物、脂

类是机体能量代谢的重要底物, 其稳态与平衡

对于胚胎早期发育的正常进行至关重要. 瑞典

研究人员2016年进行的一项回顾性病例-对照

研究结果显示, 肥胖女性(或至少孕期体质量指

数超标)后代罹患HSCR的风险可显著增加[30]. 
鉴于此, 我们推测, 无论是由于母体物质代谢紊

乱还是个体基因突变等原因导致的胚胎发育

早期能量代谢失常都有可能干扰ENS的正常发

育, 并最终引起HSCR的发生. 

总之, 本研究运用新的RNA-Seq技术对先

天性巨结肠症差异表达基因进行了筛选, 初步

定位出新的候选基因和相关分子信号通路. 下
一步我们将对这些候选基因进行表达验证及

体内、外功能验证, 同时增加筛选标本量, 以
期通过推动疾病关键基因的定位来揭示HSCR
发生发展的新机制及精准防治手段.
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《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研

究与其他相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新

的方法应该详细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可. (3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应

集中对所得的结果做出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序

和表题, 并有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表

内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图

应有图序、图题和图注, 以使其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内

容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; 

B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, 
fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿

拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表

示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量

用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩

色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏贴在正文内, 

不能使用浆糊黏贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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