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Abstract
AIM: To invest igate the effect of human 
antisense FXYD6 (FXYD domain containing ion 
transport regulator 6) on the proliferation and 
invasion of human cholangiocarcinoma cell line 
QBC939 in vitro.

METHODS: Human cholangiocarcinoma cell 
line QBC939 was transfected with the plasmid 
expressing human antisense FXYD6. Meanwhile, 
the empty vector and non-transfection group 
were designed. The mRNA transcription level 
of hFXYD6 was assayed by real-time reverse 
transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) with SYBR Green I, and the expression of 
hFXYD6 protein was detected by immunohisto-
chemistry. MTT and the colony-forming assay 
were used to measure the ability of cell growth. 
The cell cycle distribution was analyzed by flow 
cytometry and Transwell chamber model was 

employed to test the ability of cell invasion in 
vitro.

RESULTS: In comparison with the cells trans-
fected with empty vector or without transfec-
tion, QBC939 cells transfected with antisense 
hFXYD6 had a significant decrease in mRNA 
transcription and protein expression. The cell 
doubling time was augmented (46.8 h vs 34.5 h, 
35.3 h), whereas the colony formation was de-
creased (24.3% ± 5.3% vs 61.0% ± 8.5%, 58.0% ± 
5.6%; P < 0.001). The G1-phase cell population 
was obviously increased (66.4% ± 2.9% vs 33.5% 
± 2.3%, 39.4% ± 3.7%, P < 0.001), but the S-phase 
one was decreased (18.6% ± 1.6% vs 36.2% ± 
2.1%, 34.1% ± 1.6%, P < 0.001). The cells moved 
from the upper chamber into the lower one in 
Transwell chamber assay had no marked dif-
ference. Between the cells without transfection 
and transfected with empty vector, there were 
no significant differences in cell doubling time, 
colony forming ability, cell cycle distribution 
and the ability of cell invasion in vitro.

CONCLUSION: Transfection of antisense 
hFXYD6 can inhibit the ability of cell prolifera-
tion, but it has no effect on the ability of cell 
invasion in human cholangiocarcinoma cell line 
QBC939 in vitro.
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摘要
目的: 研究hFXYD6基因反义核酸对人胆管癌
QBC939细胞体外增殖和侵袭能力的影响. 

方法: 构建hFXYD6基因反义核酸真核表达
载体pcDNA3.1(-)/hFXYD6(-)并转染人胆管癌
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■背景资料
胆管癌分化程度
是影响预后的重
要因素之一. 高低
分化癌相比, 低分
化癌细胞往往具
有更强的增殖和
侵袭能力. 基于现
有理论及治疗方
法, 筛选胆管癌分
化相关基因, 能提
高诊断灵敏性及
特 异 性 ,  同 时 还
能揭示胆管癌发
生、发展的分子
机制. 



QBC939细胞, 同时设pcDNA3.1(-)空载体对照
组和空白对照组. SYBR Green I荧光定量RT-
PCR和免疫组化分别检测hFXYD6 mRNA及
蛋白表达; MTT、平板克隆形成实验检测细
胞体外增殖活性; 流式细胞仪检测细胞周期; 
Transwell侵袭小室模型检测细胞体外侵袭能
力. 

结果: 与空白组和空载组比较, 反义组细胞
hFXYD6 mRNA及蛋白表达量降低; 细胞群
体倍增时间增加(46.8 h vs  34.5 h, 35.3 h), 细
胞克隆形成率降低(24.3%±5.3% vs  61.0%±

8.5%, 58.0%±5.6%, P <0.001); 细胞周期中G1
期细胞比例明显升高(66.4%±2.9% vs  33.5%
±2.3%, 39.4%±3.7%, P <0.001), S期比例明显
减少(18.6%±1.6% vs  36.2%±2.1%, 34.1%±

1.6%, P <0.001); Transwell侵袭小室中24 h穿膜
细胞数无显著改变. 空白组和空载组细胞间均
无明显差异.

结 论 :  h F X Y D 6 反 义 核 酸 抑 制 人 胆 管 癌
QBC939细胞体外增殖能力, 但对其侵袭能力
无明显作用.

关键词: FXYD6; 反义核酸; 胆管癌; 增殖; 侵袭; 荧

光定量RT-PCR; 免疫组化; 流式细胞术
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0  引言

FXYD6基因全称是包含FXYD结构的离子转运

调节子6(FXYD domain containing ion transport 
regulator 6, FXYD6), 是一功能尚不明确的新

基因. 在胆管癌的差异显示PCR中, 我们发现, 
FXYD6基因与胆管癌的分化相关, 随分化程度

降低FXYD6基因表达递增[1-4]. 原位RT-PCR结

果进一步证实: 低分化胆管癌FXYD6 mRNA表

达高于高分化胆管癌. FXYD6为FXYD蛋白家

族组成之一. 已证实FXYD3在胰腺癌[5]、乳腺

癌[6]及前列腺癌[7]等异常高表达, 降低FXYD3
表达可抑制肿瘤细胞的增殖能力; 而F X Y D5
在胃癌[8]、结肠癌[9]、食管鳞状细胞癌[10]、胰

腺癌[11]、舌癌[12]、宫颈癌[13]等异常高表达, 降
低FXYD5表达则抑制肿瘤细胞的侵袭能力. 本
实验通过hFXYD6反义核酸真核表达载体的构

建及对胆管癌细胞QBC939的基因转染, 并利用

SYBR Green I荧光定量RT-PCR、免疫组化、
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MTT、流式细胞术和体外侵袭模型等方法, 研
究了hFXYD6反义核酸对胆管癌细胞QBC939体
外增殖和侵袭能力的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人胆管癌细胞系QBC939购自中南大

学人类干细胞国家工程研究中心细胞库; 内切

酶Eco RⅠ, KpnⅠ及T4 DNA连接酶(Promega公
司); DMEM培养基、胎牛血清、Lipofectamine 
2000、G418、MTT和TRIzol均购自美国Gibco
公司; 细胞在含100 m L/L胎牛血清的培养基

中置于37℃, 50 m L/L C O2孵箱内常规培养; 
人F X Y D6真核细胞表达载体p c D N A3.1(+)/
hFXYD6由我室前期构建; 空载体pcDNA3.1(-)
由我室保存; 兔抗人FXYD6多克隆抗体由我室

制备; 羊抗兔IgG荧光抗体(北京中杉金桥生物技

术有限公司); Transwell侵袭小室(美国Costar公
司); Matrigel人工基质胶(美国BD).
1.2 方法 
1.2.1 h F X Y D6反义核酸真核表达载体构建 
用限制性核酸内切酶E c o RⅠ /K p n Ⅰ双酶切

pcDNA3.1(-)空载体和pcDNA3.1(+)/hFXYD, 所
得pcDNA3.1(+)/hFXYD6酶切产物小片段(300 
bp)和pcDNA3.1(-)空载体经切胶回收纯化后

以T4 DNA连接酶连接, 经测序鉴定后命名为

pcDNA3.1(-)/hFXYD6(-). 
1.2.2 细胞转染  p c D N A3.1(-)空载体及所得

pcDNA3.1(-)/hFXYD6(-)经Bgl Ⅱ酶切线性化并

纯化后用于细胞转染. G418预筛选确定胆管癌

细胞QBC939基因转染后G418抗性筛选浓度. 采
用Lipofectamine 2000介导基因的转染(按说明

书进行), 并按已确定的G418浓度进行抗性筛

选. 3-4 wk后, 见有抗性细胞集落形成时, 挑取细

胞克隆并放大培养. 分别称为反义组(细胞转染

hFXYD6反义核酸)、空载组(细胞仅转染空载

体)和空白组(细胞未转染反义核酸及空载体)细
胞. 
1.2.3 SYBR Green I荧光定量RT-PCR法检测

hFXYD6 mRNA表达 TRIzol一步法提取细胞

总R N A(按试剂盒说明)并纯化除去D N A. 取
1 m g R N A, 以O l i g o-d T为引物反转录合成

c D N A. 实时荧光定量RT-P C R: 50 m L反应

体系中含有25 mL 2×SYBR Green I qPCR 
mix, 2 mL cDNA模板, hFXYD6或hGAPDH
上下游引物各1 m L. h F X Y D6上游引物序列

5'-AACAGAGCCCCAGAAAGCAGA -3', 下

www.wjgnet.com

■相关报道
FXYD6为FXYD
蛋白家族组成之
一 .  因FXYD2为
Na+/K+-ATPaseg
亚 基 ,  故 F X Y D
蛋白家族也称为
Na+/K+-ATPaseg
亚基蛋白家族. 已
发现的F X Y D家
族蛋白有7个, 目
前 证 实 F X Y D 3
与 F X Y D 5 为 肿
瘤 相 关 抗 原 ,  其
中 F X Y D 3 在 胰
腺癌、乳腺癌及
前 列 腺 癌 等 异
常 高 表 达 ,  降 低
F X Y D 3 表 达 可
抑 制 肿 瘤 细 胞
的 增 殖 能 力 ;  而
FXYD5在胃癌、

结肠癌、食管鳞
状细胞癌、胰腺
癌、舌癌、宫颈
癌等异常高表达, 
降低FXYD5表达
则抑制肿瘤细胞
的侵袭能力. 这为
研究FXYD6与胆
管癌细胞增殖侵
袭开拓了思路. 
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游引物序列5'-CCGGTTTTCTTAAGCATCG
ACA-3'; hGAPDH上游引物序列5'-TCCTCT
GACTTCAACAGCGACA-3', 下游引物序列

5'-CCCTGTT GCTGTAGCCAAATTC-3'. 同时

设无模板对照、无RT对照和阳性对照. 扩增条

件: 95℃ 10 min, 95℃ 15 s, 60℃ 15 s, 72℃ 20 s, 
低于溶解温度2℃时检测荧光, 共40个循环. 扩
增完毕进行溶解曲线分析. 采用相对定量法, 以
hGAPDH为参照, 利用Ct值计算hFXYD6的相

对量. 
1.2.4 免疫组化检测hFXYD6表达 采用荧光免疫

组织化学法, 主要操作步骤如下: 将无菌盖玻片

置培养皿中, 细胞按5×107/L接种于培养皿中制

备细胞爬片. 细胞爬片以PBS洗2次, 3 min/次; 
40 g/L多聚甲醛室温下固定30 min; PBS洗2次, 
3 min/次; 30 mL/L H2O2室温孵育10 min; PBS
洗2次, 5 min/次; 10 mL/L正常山羊血清封闭

30 min; 加1∶100兔抗人FXYD6多克隆抗体, 
4℃孵育过夜; PBS洗3次, 5 min/次; 加荧光素标

记二抗, 37℃孵育60 min; PBS洗3次, 5 min/次, 
封片. PBS代替一抗作为阴性对照. 激光共聚焦

显微镜观察摄片. 
1.2.5 MTT法绘制细胞生长曲线 将3组细胞分

别以1×104/孔接种于96孔板, 共5块板, 每块板

各组细胞分别接种3孔. 次日开始每日取一块96
孔板做MTT测定. 测定时每孔加入5 g/L MTT液
20 μL, 37℃作用4 h, 弃MTT后, 每孔加入100 μL 
DMSO, 振摇10 min后酶标仪测定A 540值, 以只加

培养液不加细胞的阴性对照孔调零. 绘制细胞

生长曲线并按文献[14]方法计算细胞群体倍增

时间. 
1.2.6 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力  
将对数生长期的3组细胞分别以2.5 g/L胰蛋白

酶消化成单个细胞悬液, 并作梯度倍比稀释, 按
每孔50个细胞接种于24孔板, 每组细胞各接种6
孔. 静止培养2-3 wk, 当培养板出现肉眼可见的

克隆时终止培养. PBS清洗后加纯甲醇1 mL固定

15 min, 吉姆萨液染色. 将培养板置于显微镜低

倍数下计数大于50个细胞的克隆数, 按公式计

算克隆形成率. 克隆形成率(%) = 克隆数/接种数

×100%
1.2.7 流式细胞仪检测细胞周期 将对数生长期

的3组细胞分别以2.5 g/L胰蛋白酶消化成单个细

胞悬液, 离心重悬后700 mL/L乙醇固定, 4℃保

存. PBS清洗后加入碘化丙啶(PI)染液, 混匀, 4℃
放置30 min, 调整细胞浓度为1×109/L, 流式细胞

仪检测并软件分析结果, 每组重复3次. 
1.2.8 Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵

袭能力 将浓度为0.5 g/L Matrigel人工基质胶

20 μL铺于Transwell侵袭小室聚碳酯微孔膜(孔
径8 μm)的上表面, 置37℃ 30 min使其聚成凝

胶. Transwell上室中分别加入已消化重悬的各组

细胞100 μL (1×108/L), 下室中加入600 μL含趋

化因子无血清DMEM培养基, 培养24 h后取出, 
PBS清洗, 棉签去除滤膜上层细胞, 将已经侵入

并贴附于微孔膜下层的细胞固定并吉姆萨液染

色, 显微镜下直接观察穿过膜的细胞数. 随机计

数5个视野, 计数每个视野内穿过8 μm微孔的细

胞数. 以侵袭细胞的相对数目来表示肿瘤细胞

的侵袭能力.
统计学处理 以SPSS13.0软件进行统计分析, 

所有计量资料以mean±SD表示, 采用单因素方

差分析, 两组间比较行SNK-q检验; P <0.05为统

计学差异显著.

2  结果

2.1 hFXYD6反义核酸真核表达载体构建 成功

构建人类FXYD6反义核酸真核表达载体pcD-
NA3.1(-)/hFXYD6(-), 其测序结果如图1. 
2.2 SYBR Green I荧光定量RT-PCR法检测

hFXYD6 mRNA表达 筛选出的3株反义组细胞

hFXYD6 mRNA相对含量分别为0.6, 0.7和0.9; 
空白组细胞为11.2; 空载组细胞为11.8. 反义组细

胞hFXYD6 mRNA相对量低于空白组及空载组

细胞; 空白组及空载组细胞间无明显差异. 在转

录水平表明, hFXYD6反义核酸转染成功.
2.3 免疫组化检测hFXYD6蛋白表达 3组细胞

胞质中均出现绿色荧光, 提示各组细胞中均有

hFXYD6蛋白表达, 但反义组细胞表达强度明显

较空白组和空载组减弱, 空白组和空载组间无

显著差别(图2). 在翻译水平表明, hFXYD6反义

核酸转染成功. 
2.4 MTT法测定细胞群体倍增时间 反义组细胞

生长速率明显低于空白组和空载组细胞, 而空

白组和空载组细胞间生长速率无明显差异(图3). 
空白组、空载组及反义组细胞群体倍增时间分

别为34.5, 35.3和46.8 h. 表明反义hFXYD6基因

转染抑制QBC939细胞生长速率. 
2.5 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力 3
组细胞2 wk后均有克隆形成. 反义组细胞克隆

形成率为24.3%±5.3%; 空白组细胞为61.0%±

8.5%; 空载组细胞为58.0%±5.6%. 反义组细胞

■创新盘点
本文采用反义核
酸技术, 首次证实
胆管癌分化相关
基因FXYD6可促
进胆管癌细胞增
殖, 而与细胞侵袭
无明显关系. 
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克隆形成率较空白组和空载组明显减小, 差异

有显著意义(P均<0.001); 空白组与空载组比较

无差异(P  = 0.442), 表明反义hFXYD6基因转染

降低QBC939细胞克隆形成能力.
2.6 流式细胞仪检测细胞周期 反义组细胞G1期
和S期细胞比例分别为66.4%±2.9%, 24.3%±

5.3%; 空白组细胞分别为33.5%±2.3%, 61.0%±

8.5%; 空载组细胞分别为39.4%±3.7%, 58.0%±

5.6%. 与空白组及空载组细胞相比, 反义组G1期
细胞比例明显升高(P值均<0.001), 而S期细胞所

占比例明显降低(P值均<0.001)(图4); 空白组和

空载组间G1期和S期细胞均无显著差异(分别为

P  = 0.199, P  = 0.056). 提示反义hFXYD6基因转

染后QBC939细胞DNA合成能力受限. 
2.7 Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵袭能

力 反义组细胞在Transwell侵袭小室中24 h穿膜

细胞数为32.8±6.2; 空白组细胞为34.4±5.3; 空

载组细胞为29.4±5.2. 3组间比较无明显差异(分
别为P  = 0.659, P  = 0.355, P  = 0.183). 表明反义

hFXYD6基因转染对QBC939细胞体外侵袭能力

无显著影响.

3  讨论

本课题组前期的差显P C R结果发现, F X Y D6 
mRNA表达与胆管癌分化程度呈负性相关. 随后

的原位RT-PCR半定量实验证实: 从正常胆管上

皮细胞、高分化胆管癌细胞到低分化胆管癌细

胞, FXYD6 mRNA含量依次递增. 染色体比较基

因组杂交结果表明, 11号染色体长臂是包括胆

管癌在内的多种肿瘤细胞最常见的异常区

域[15], 而FXYD6基因正是定位于11号染色体长

臂(11q23.3). 那么FXYD6对于胆管癌细胞的增

殖转移有何影响? 通过反义核酸技术, 本实验进

行了初步探讨. 

■应用要点
本研究通过体外
实验探讨FXYD6
反义核酸对胆管
癌细胞的抑制作
用, 试图找到一种
抑制胆管癌生长
和转移的新途径, 
为FXYD6反义核
酸在临床治疗胆
管癌提供实验依
据. 

图  1  pcDNA3.1(-)/hFXYD6(-)测序图. 红线部分为EcoRⅠ酶切位点; 蓝线部分为KpnⅠ酶切位点; 中间部分为hFXYD6(-)序

列(共288 bp).

TGGCTAGCGTT  AAACGGGCCCTC TAGACTCG AGCGGCCGCC ACTGTG CT GGAT ATCT GCAG AATTCT CAG TTCT CT GC TTT CTGGG GCTCT GT TGCA TT GGC GGTGAT G
10                  20                 30                  40                  50                  60                  70                   80                   90                  100                 110

AGGTTCTC CACCTGGG CT TCCT CAT CTC CT GG GGCCC GGGG CTTC T GA TT GAAA CTGC ACT TG CACCT G CGA CTT AGGAT AAG GAG GATCCC A AC CGAG  AAGAGGA CCAC AG CG
120                  130                 140                 150                  160                170                 180                  190                 200                 210                 220

AAC ACCAGTCCCCC AAT CCTC AG GGTCT GGT AAT CATAAT GAAAAGGGTCC ATT TCCT TC TCCT TT TCAGCT GCACT GG CC AGGA CCAT GGG GGCC AG CAGGC TG CAGAG GAAG A
230                 240                 250                 260                 270                280                  290                300                 310                 320                 330

CC AGCACC AACTCC ATGGT ACC AAG CTT AAGTTTA A ACC GCT G ATCA GCCTCG ACT GTGCCT T CT AGTT GCC AGC CATCT GTT GTTT GC C CCT CCC CCGT GC CTT CCT TGA CC CT
350                 360                 370                 380                 390                 400                 410                 420                 430                 440                 450

GGA AGGTGCCACT CCC ACTG TCCTTTCC T AAT AAAATG AGGA AATT GCAT CGCATT GTCT GA GT AGGTGT CATT CTAT TCT GGGGGGT GGGGT GGGGC AGG AC AGC AAGGGG
460                 470                 480                 490                 500                510                 520                 530                  540                 550                560 

GAATTCTCAGTTCTCTGCTTTCTGGGGCTCTGTTGCATTGGCGGTGATGAGGTTCTCCACCTGGGCTTCCTCATCTCCTGGGGCCCG
GGGCTTCTGATTGAAACTGCACTTGCACCTGCGACTTAGGATAAGGAGGATCCCAACCGAGAAGAGGACCACAGCGAACACCAGTCC
CCCAATCCTCAGGGTCTGGTAATCATAATGAAAAGGGTCCATTTCCTTCTCCTTTTCAGCTGCACTGGCCAGGACCATGGGGGCCAGC
AGGCTGCAGAGGAAGACCAGCACCAACTCCATGGTACC
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首先利用pcDNA3.1(+)和pcDNA3.1(-)质粒

Eco RⅠ与KpnⅠ酶切位点顺序相反的特点, 通
过双酶切pcDNA3.1(+)/hFXYD6获得hFXYD6 
ORF区序列后反向插入pcDNA3.1(-)空载的方

法, 我们构建了hFXYD6反义核酸真核表达载体

pcDNA3.1(-)/hFXYD6(-), 随后的测序结果证实

载体构建成功. 细胞转染后通过SYBR Green I实
时荧光定量RT-PCR和免疫组化, 分别在转录及

翻译水平证实反义核酸转染成功. 
通过M T T法绘制细胞生长曲线并计算细

胞群体倍增时间、平板克隆形成实验检测细胞

克隆形成能力、流式细胞仪检测细胞周期及

Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵袭能力, 
发现与空白组及空载组细胞相比, 转染hFXYD6
反义核酸的胆管癌细胞群体倍增时间增加, 平板

克隆形成率降低, S期细胞减少而G1期细胞增多; 
而在体外侵袭实验中穿膜细胞数并无显著差异. 

■名词解释
FXYD蛋白家族: 
是近年来发现的
Na+/K+-ATPase组
织特异性调节子, 
是小分子(66氨基
酸-178氨基酸)不
溶 于 水 的 I 型 膜
蛋 白 ,  其 结 构 上
包含有相似的细
胞外固定 F X Y D
序列的单跨膜片
段, 并按发现时间
顺序分别命名为
FXYD1-7. 该家族
蛋白在哺乳动物
中广泛分布, 所有
蛋白在胚胎早期
均有表达, 成年后
则主要在转运流
动性液体和溶质
的组织器官中表
达, 如肾、乳腺、

胰腺、前列腺、

结肠、肝、肺和
胎盘; 在电兴奋组
织, 如神经系统和
肌肉中亦有表达.

图  4  流式细胞仪细胞周期检测图. A: 空白组; B: 空载组; 

C: 反义组.

图  3  细胞生长曲线图.
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总之, 本实验结果表明, hFXYD6反义核酸

抑制人胆管癌QBC939细胞体外增殖能力, 但
对其侵袭能力无明显作用. 目前对FXYD6的初

步认识是Na+/K+-ATPase调节蛋白[16-21]. Na+/K+-
AT P a s e活性的抑制可导致E G F R的持续激

活 [22-25], 而胆管癌细胞的EGFR表达较正常胆

管上皮细胞明显提高, 且EGFR激活可促进肿

瘤细胞增殖[26-31]. FXYD6是否通过抑制Na+/K+-
ATPase活性而激活EGFR以促进细胞增殖? 具体

机制有待于进一步研究. 
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代码                期刊名称                              总被引频次            学科内排名           影响因子           学科内排名

G275     WORLD JOURNAL OF                     2665                        1                1.062                  5
              GASTROENTEROLOGY
G803     肝脏                                                      369                      17                0.428                15
G257     临床内科杂志                                      383                      16                0.289                22
G855     临床消化病杂志                                      173                      24                0.163                28
G261     临床心血管病杂志                                      589                      13                0.289                22
G293     临床血液学杂志                                      256                      22                0.340                19
G662     内科急危重症杂志                                      134                      27                0.172                27
G190     世界华人消化杂志                                    2079                        4                0.485                14
G800     胃肠病学                                                      271                      20                0.324                20
G326     胃肠病学和肝病学杂志                      292                      19                0.282                24
G083     心肺血管病学杂志                                      154                      25                0.192                26
G419     血管病学进展                                      297                      18                0.238                25
G260     心脏杂志                                                      394                      15                0.355                17
G610     胰腺病学                                                      137                      26                0.589                11
G234     中国动脉硬化杂志                                      670                      12                0.662                10
G267     中国实用内科杂志                                    1167                        8                0.312                21
G444     中国体外循环杂志                                        68                      28                0.354                18
G203     中国心脏起博与心电生理杂志      415                      14                0.563                12
G633     中国血液净化                                      229                      23                0.391                16
G231     中华肝脏病杂志                                    2014                        5                1.573                  1
G155     中华内分泌代谢杂志                    1249                        7                0.981                  6
G156     中华内科杂志                                    2409                        3                0.903                  7
G161     中华肝脏病学杂志                                    1003                        9                1.077                  4
G211     中华糖尿病学杂志                                      859                       11                1.209                  3
G285     中华消化内镜杂志                                       934                      10                0.782                  9
G168     中华消化杂志                                    1645                        6                0.798                  8
G892     中华心律失常学杂志                      269                       21                0.514                13
G170     中华心血管病学杂志                    2622                        2                1.272                  2
              平均值                                                      849                                 0.593

1中国科技期刊引证报告/潘云涛, 马峥著. 北京: 科学技术文献出版社, 2006. 10


