
■背景资料
肝癌和结肠癌均
是世界上最常见
的恶性肿瘤 ,  其
早期诊断可提高
手术预后 ,  以往
研究表明FAT10 
mRNA在肝癌组
织和结肠癌组织
中高表达, 与肿瘤
的发生发展、侵
袭转移和预后密
切相关, 但是其在
血浆水平对肝癌
和结肠癌的诊断
价值并不清楚. 
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Abstract
AIM: To detect plasma levels of human leukocyte 
antigen (HLA)-F adjacent transcript 10 (FAT10) 
mRNA in patients with hepatocellular carcinoma 
(HCC) or colon cancer (CC), and to assess its 
diagnostic value. 

METHODS: Blood samples were collected 
from 70 patients with HCC, 60 patients with 
cirrhosis, 64 patients with CC, and 64 healthy 
volunteers. The expression levels of plasma 
FAT10 mRNA and α-fetoprotein (AFP) protein 
were measured by RT-PCR and ELISA, 
respectively.

RESULTS: The positive rates of FAT10 mRNA 
in plasma of patients with HCC, those with 
cirrhosis and healthy controls were 72.85%, 
28.3% and 12.5%, respectively, and there were 
significantly differences in the three groups (P 
< 0.05). High expression levels of FAT10 mRNA 
in HCC were related to TNM stage and lymph 
node metastasis (P < 0.05). The positive rate of 
FAT10 mRNA was also significantly higher in 
CC patients than in healthy controls (P < 0.05). 
The up-regulation of FAT10 mRNA in CC was 
closely related to Duke’s stage and distance 
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■研发前沿
人类白细胞抗原
FAT10是类泛素
(ubiquitin, Ub)蛋
白家族成员 ,  在
人体组织中已有
证据表明FAT10 
mRNA表达水平
与肿瘤细胞的发
生及侵袭能力相
关, FAT10 基因可
以作为肝癌治疗
的潜在靶点 .  本
课 题 主 要 检 测
FAT10在肝癌和
结肠癌中的表达
情况并初步探讨
其表达同临床特
点的关系及诊断
价值. 

metastasis. FAT10 mRNA had a sensitivity 
of 66.6% for diagnosis of AFP-negative 
HCC. Furthermore, the FAT10 mRNA had a 
sensitivity of 68.8% and specificity of 79.8% in 
distinguishing small HCC patients from non-
HCC individuals (cirrhosis patients and healthy 
controls). Combined AFP and FAT10 mRNA 
detection could improve the sensitivity to 
84.4%. 

CONCLUSION: FAT10 mRNA is a promising 
serological marker for HCC and CC. Plasma 
FAT10 mRNA and AFP protein could be 
combined to improve the diagnosis of HCC. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探索血浆中人类白细胞抗原FAT10
(human leukocyte an t igen -F ad j acent 
transcript 10, HLA-FAT10) mRNA表达水平, 
评估其对肝癌和结肠癌的诊断价值. 

方法: 收集70例肝癌、60例肝硬化、64例
结肠癌和64例健康对照者的血浆, 应用实
时荧光定量PCR(RT-PCR)和酶联吸附试验
(ELISA)法检测FAT10 mRNA和甲胎蛋白
(α-fetoprotein, AFP)蛋白的表达水平. 采用
SPSS21.0统计软件进行数据分析.  

结果: FAT10 mRNA在肝癌、肝硬化、健
康对照组中的阳性表达率分别为72.85%, 
28.3%和12.5%, 三者之间差异显著(P <0.05), 
其高表达与肝癌TNM分期及淋巴结转移有
关(P <0.05). FAT10 mRNA在结肠癌的阳性
表达率明显高于健康对照组(P <0.05), 其上
调表达与结肠癌Duke's分期和远处转移相关
(P <0.05). 在AFP阴性肝癌中FAT10 mRNA的
诊断灵敏度为66.6%. 小肝癌与非肝癌组(肝
硬化和健康组)比较时, FAT10 mRNA的灵敏
度为68.8%, 特异度为79.8%, 联合AFP蛋白

后, 诊断灵敏度提高至84.4%. 

结论: FAT10 mRNA有可能成为肝癌和结肠
癌诊断中的一个新的血清学指标, 且可以应
用于AFP阴性肝癌的辅助诊断, 联合FAT10 
mRNA和AFP蛋白可以提高肝癌的诊断率.  

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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实时荧光定量

核心提示: 本文应用RT-PCR方法和ELISA
方法分别检测肝癌、结肠癌、肝硬化、健
康对照组血浆中FAT10 mRNA和甲胎蛋白

(α-fetoprotein, AFP)的浓度. 结果显示肝癌及
结肠癌中FAT10 mRNA高表达. 且FAT10 
mRNA在小肝癌、AFP阴性肝癌也具有一
定的诊断价值. 因此, FAT10 mRNA的此种
表达异常可能参与了肝癌和结肠癌的恶性
生物学行为, 对临床肝癌和结肠癌的诊疗
具有一定的价值.

张思宇, 曹娜, 陈明凯, 张立达, 白阳秋, 杨玉秀. FAT10 mRNA
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0  引言

肝癌和结肠癌都是目前世界最常见的恶性肿

瘤. 在中国, 肝癌和结肠癌的病死率在恶性肿

瘤中分别排名第3位和第5位[1,2], 且近年来结

肠癌的患病率明显增加. 肝癌起病隐匿, 早期

缺乏典型症状, 出现临床症状者大多已进入

中晚期 ,  极易漏诊或误诊 .  对肝癌患者进行

早期诊断并及时采取有效治疗措施是提高

肝癌预后的重要手段[3-5]. 迄今为止, 甲胎蛋白

(α-fetoprotein, AFP)在肝癌早期诊断中一直是

个重要指标, 但他在相当一部分慢性肝炎、

肝硬化等患者血清中均可呈现非特异性升高, 
在早期肝癌中有40%的AFP为阴性[6-8]. 超声

(ultrasonography, US)检查对<10 mm的肝癌诊

断有一定的局限性[4], 肝组织活检为有创检查

且不为大多数疑似肝癌患者所接受. 因此寻找

新的特异性血清学肿瘤标志物, 提高肝癌和结

肠癌的早期诊断率具有十分重要的临床意义.  
人类白细胞抗原FAT10(human leukocyte 
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■相关报道
Ren等发现FAT10 
m R N A 和 染 色
体 不 稳 定 性 有
关 ,  从而参与肿
瘤形成. Liu等发
现FAT10 基因参
与细胞循环周期
的管理及修饰细
胞 循 环 相 关 蛋
白 ,  并通过Akt /
GSK3β途径促进
肝癌细胞增殖、
凋亡和入侵. 

antigen-F adjacent transcript 10, HLA-FAT10) 
mRNA位于人类6号染色体上, Ⅰ型主要组织相

容性复合物(major histocompatibility complex, 
MHC)编码区域的末端, 紧挨HLA的F区, 由此

而得名[9,10]. FAT10 mRNA定位于真核生物细

胞核, 通过非共轭结合人类纺锤体检查位点

MAD2参与细胞循环管理, MAD2的异常调节

和染色体不稳定性有关[11,12]. 最近发现, FAT10 
mRNA可通过诱导细胞循环和染色体不稳定

性参与修饰肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)功能, 而染色体不稳定性可能

会导致肿瘤形成[13-15]. 在前期相关试验中我们

应用含有19378个已知基因的寡核苷酸芯片

筛选出肝癌组织差异基因表达谱, 发现FAT10 
mRNA是一个明显高表达的基因[16]. 同时我们

还探讨了MCM6和CAP2等作为独立诊断标志

物在肝癌诊断中的应用价值[17,18]. 有研究[19,20]

证明, FAT10基因在炎性环境下的肝癌和结直

肠癌组织中高表达. 但是, 血浆中FAT10 mRNA
表达水平以及可否作为肝癌和结肠癌的一种

血清学诊断标志目前还未有研究. 本实验目的

是测定FAT10 mRNA在血浆中的表达水平, 评
估其临床诊断价值. 

1  材料和方法 

1.1 材料 70例肝癌、64例结肠癌来自2014-06/
2015-02河南省人民医院肝胆外科和消化内科

住院患者, 另选同期住院肝硬化患者60例、健

康体检者64例为对照. 70例肝癌中男51例、

女19例, 年龄54.03岁±8.93岁. 将所有肝癌患

者进行TNM分期, 另外使用Child-Pugh方法进

行肝脏功能分级. 结肠癌患者男38例, 女26例, 
年龄53.55岁±6.56岁, 使用Duke's方法进行分

期. 肝癌及结肠癌血样本收集前均未行放疗

或化疗, 且经术后病理证实. 所有患者均签署

知情同意书, 本研究经医院伦理委员会批准. 
TRIzol试剂, 美国Invitrogen公司; 紫外分光光

度计UV-2450型, 日本岛津公司; RT-PCR试剂

盒, 日本TaKaRa公司; 目的基因FAT10扩增引

物由合成; 内参基因GAPDH扩增引物购自日

本TaKaRa公司; AFP-ELISA试剂盒, Novatein 
Biosciences, Cambridge, MA, 02138, USA; 96
孔酶标仪BIO-RAD680, 美国Bio-Rad公司. 
1.2 方法

1.2.1 样本采集: 手术前晨起空腹抽取5 mL外

周静脉血置于EDTA-抗凝管内, 立即常温下

3500 r/min, 离心15 min, 分装入微型离心管内, 
-80 ℃冰箱内备用. 
1.2.2 实时荧光定量PCR: (1)提取总RNA: 用
TRIzol试剂分别提取肝癌、结肠癌、肝硬化

和正常对照组血浆中的总RNA; 紫外分光光度

计检测总RNA吸光度, 若A 260/280在1.8-2.0之间

说明所提取的RNA纯度良好; (2)逆转录合成

cDNA: 按照反转录试剂盒说明操作. 反应体系

为10 μL, 反应条件为42 ℃ 2 min; 随后, 在上述

反应液基础上进行cDNA反转录合成, 反应体

系共20 μL, 反应条件为37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s; 
(3)实时荧光定量PCR: 应用扩增仪SYSR Ex.Taq
试剂混合染料进行RT-PCR反应, 按照RT-PCR试
剂盒说明书操作. PCR反应体系为20 μL, 包括

2 μL样本cDNA, 0.8 μL正、反引物(表1), 0.4 μL 
Rox reference dye (50×), 10 μL SYBR premix 
Ex Taq he, 6 μL无RNA酶水. PCR扩增条件为

95 ℃ 30 s, 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 31 s; 进行40个PCR
循环; (4)扩增结果: PCR反应结束后出现熔解

曲线. 以内参基因GAPDH为标准, 所有样本均

设副孔, 并重复试验取平均值去除误差. 计算 
2-△△Ct表示样品中FAT10初始cDNA的相对表达

量. △Ct = 样品Ct-内参Ct, △△Ct = △Ct-(随机

阴性对照样品Ct均值-该样品的内参Ct均值). 
1.2.3 ELISA检测: 实验前规划空白孔、标准品

孔、样本孔, 每孔均设置副孔, 严格按照AFP-
ELISA试剂盒说明书进行操作. 实验结束后, 
利用96孔酶标仪测出每孔相应的A值. 根据标

准品绘制标准曲线, 通过已知标准品浓度值计

算样品浓度值. 
统计学处理 应用SPSS21.0统计学软件, 卡

方检验方法分析各组之间FAT10 mRNA相对表

达频率差异, 并使用平行诊断方法应用灵敏度

分析FAT10 mRNA和AFP蛋白联合诊断价值. 
AFP蛋白计量资料以中位数(四分位数)表示, 
FAT10 mRNA相对表达量mean±SD表示, 两组

间均数比较采用t检验、Wilcoxon秩和检验, 多
组间比较采用方差分析, Kruskal-Wallis秩和检

验, 双侧检验P <0.05为差异有统计学意义. 

2 结果

2.1 实时荧光定量PCR 样本Ct值<32时, FAT10 
mRNA扩增曲线均为S型, 可见各样品扩增效

率较一致, 样本重复性好, 熔解曲线为单峰, 熔



张思宇, 等. FAT10 mRNA在肝癌和结肠癌患者血浆中的表达及诊断价值

2015-12-28|Volume 23|Issue 36|WCJD|www.wjgnet.com 5778

■创新盘点
本文拟通过实验
提出血浆FAT10 
mRNA在肝癌和
结 肠 癌 中 呈 现
高表达 ,  并且可
以 作 为 甲 胎 蛋
白(α-fetoprotein, 
AFP)的补充, 应
用于AFP阴性肝
癌和小肝癌 ,  联
合FAT10 mRNA
和AFP提高肝癌
诊断灵敏度 ,  因
此FAT10 mRNA
可能成为肝癌和
结肠癌新的分子
标志物.

解温度与目的基因产物相一致, 可排除二聚体

及其他产物(图1). Ct>32时, 扩增曲线呈不规则

波浪线, 为目的基因阴性表达.  
2.2 肝癌患者血浆FAT10 mRNA及AFP蛋白

表达水平 肝癌实验组血浆FAT10 mRNA的

阳性表达率为72.85%(51/70), 肝硬化、健康

组血浆FAT10 m R N A的阳性表达率分别为

28.3%(17/60)和12.5%(8/64), 三者之间比较

差异具有统计学意义(P <0.01); 肝癌组分别

与肝硬化组(χ2 = 21.29, P <0.01)和正常组(χ2 = 
32.19, P <0.01)比较均具有显著差异, 肝硬化

组与健康组比较差异无明显统计学意义(χ2 = 
2.42, P>0.05). 3组中FAT10 mRNA的相对表达

量分别为6.83±3.37、2.14±0.70、1.08±0.46, 
差异有统计学意义(F  = 27.20, P <0.01)(表2, 图
2). A F P蛋白在肝癌、肝硬化、健康组的表

     基因                                    序列 产物长度(bp)

FAT10 mRNA 上游引物: 5'-CAATGCTTCCTGCCTCTGTG-3' 297 

下游引物: 5'-TGCCTCTTTGCCTCATCACC-3' 

GAPDH 上游引物: 5'-ACCCAGAAGACTGTG GATGG-3' 138 

下游引物: 5'-TGCTGTAGCCAAATTCGTTG-3'

GAPDH: 3-磷酸甘油醛脱氢酶.

表  1  RT-PCR引物序列
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图  1  部分FAT10 mRNA扩增曲线和熔解曲线. A: 扩增曲线; B: 熔解曲线. 
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■应用要点
应用分子生物学
相关技术检测肝
癌和结肠癌血浆
FAT10 mRNA的
表达情况 ,  评估
其诊断价值 .  以
后有望成为常规
的临床肿瘤筛查
手段 ,  使其成为
早期诊断标志物
及潜在预后预测
因子. 

达水平(ng/mL)分别是99.15(19.71-270.16)、
29.08(15.57-51.24)、11.11(7.01-20.54), 三者之

间差异具有统计学意义, 肝癌组明显高表达于

肝硬化组和正常组(χ2 = 45.82, P <0.001)(表2). 
2.3 肝癌患者血浆FAT10 mRNA表达水平与临

床病理因素之间的关系 70例肝癌患者的详细

资料及临床病理特点如表2. 资料显示, FAT10 
mRNA的高表达与肝癌患者的年龄、性别、

乙型肝炎病毒或丙型肝炎病毒感染情况、肿

瘤大小、Child-Pugh分级、分化程度、有无血

管侵犯无关(P >0.05), 而与肝癌TNM分期(χ2 = 
8.47, P <0.05)、淋巴结转移显著相关(χ2 = 5.44, 
P <0.05)(表3). 
2.4 FAT10 mRNA在结肠癌患者血浆中的表

达及与临床病理特征的关系 结肠癌组FAT10 
mRNA相对表达量为4.04±3.33, 阳性表达率

为59.4%(38/64), 与健康组比较差异具有显著

的统计学意义(χ2 = 19.05, P <0.01). 相关因素

分析显示, FAT10 mRNA表达水平与结肠癌

患者的年龄、性别、肿瘤直径、肿瘤分化程

度无显著相关(P >0.05), 而与肿瘤Duke's分期

(χ2 = 5.63, P <0.05)及远处转移相关(χ2 = 6.05, 
P <0.05)(表2, 4). 

2.5 FAT10 mRNA在AFP阴性肝癌和小肝癌的

表达 70例肝癌中AFP阴性肝癌18例, 小肝癌

16例, FAT10 mRNA在AFP阴性肝癌中和小

肝癌中分别有12例和11例表达阳性. 表明FAT 
mRNA对AFP阴性肝癌和小肝癌具有明显诊断

价值. 
2.6 FAT10 mRNA与AFP联合检测对肝癌的诊

断价值 鉴于肝癌早期诊断对肝癌预后的重要

性, 本研究采取平行诊断试验以期提高灵敏

度. 根据国际推荐标准选择25 ng/mL作为AFP
临界值时, AFP对肝癌的诊断灵敏度为72.9%, 
FAT10 mRNA与AFP蛋白两者联合诊断肝癌可

使诊断灵敏度提高至85.7%. 在小肝癌中AFP
诊断灵敏度仅为37.5%, 联合FAT10 mRNA灵

敏度提高至84.4%(表5). 

3  讨论

泛素(ubiquitin, Ub)最先由Goldstein在1975年
从胸腺中分离出来, 有76个氨基酸残基组成的

高度保守的一种蛋白质, 在真核生物中普遍存

在[21]. Ub在调节细胞多种生物学过程如细胞

周期循环、细胞凋亡、基因转录、DNA修复

及免疫应激等过程中起着重要作用, 他的功

能异常会导致恶性肿瘤的发生[22,23]. 近年发现

真核生物细胞中存在与Ub序列和功能相近的

小分子蛋白质, 即类Ub家族, 其主要分为两个

亚家族: Ub结构域蛋白家族(ubiquitin domain 
proteins, UDPs)和类Ub修饰蛋白家族(ubiquitin 
like modifiers, UBLs)[23-25]. 其中UDPs代表成

员RAD23、Dsk2、ElonginB、Bag1等, 可以

与Ub及Ub修饰蛋白质发生非共价结合. UBLs
代表成员有ISG15、NEDD8、SUMO等, 具有

同Ub单体或二聚体同源的结构域, 在特异性

E1、E2、E3酶的作用下, 可通过C末端的双甘

氨酸基团与底物蛋白共价结合, 进而调控细胞

     
分组 n

  FAT10 mRNA
阳性率(%)  2-△△Ct值

AFP浓度(ng/mL)

阳性 阴性 M(QR)

肝癌组 70 51 19 72.8 6.83±3.37     99.15(19.71-270.16)

肝硬化组 60 17 43 28.3 2.14±0.70   29.08(15.57-51.24)

正常人组 64   8 56 12.5 1.08±0.46 11.11(7.01-20.54)

结肠癌组 64 38 26 59.4 4.04±3.33 -

AFP: 甲胎蛋白.

表  2  FAT10 mRNA和AFP蛋白在各组表达水平
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图  2  FAT10 mRNA在各组的相对表达水平. 1: 肝癌组; 2: 

肝硬化组; 3: 健康组; 4: 结肠癌组.
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■名词解释
Ub: 一种高保守
7 6 氨 基 酸 多 肽 , 
在链接靶蛋白中
起重要作用 ,  通
过26S蛋白酶体
途径标记蛋白使
之降解. FAT10是
一种18 kDa蛋白, 
包含165个氨基
酸残基及两个亚
胺融合基团 ,  在
正常人成熟B细
胞和树突状细胞
中表达并参与抗
原呈递过程. 

周期及信号, 在肿瘤发生发展过程中起着重要

作用[24-26]. FAT10作为类Ub家族的一员, 他在

90%的肝癌组织中上调表达[27,28]. 同时, FAT10 
mRNA还被发现在胃肠道肿瘤和女性生殖系

统肿瘤组织中有不同程度上调表达 [27-29]. 最
近的研究[30,31]表明, FAT10基因可以通过管理

细胞循环周期和监控细胞循环相关性蛋白如

CDK4、CDK6、PCNA和周期蛋白D1等促进

肝癌细胞增殖, 认为FAT10基因可能通过Akt/
GSK3β途径促进肝癌细胞增殖、凋亡和浸润. 

本研究显示, FAT10 mRNA在肝癌患者血

浆中具有较高的阳性表达率, 在结肠癌患者

血浆中也具有较高的表达水平. 据此, FAT10 
mRNA在肝癌和结肠癌诊断中可能会作为一

个新的潜在的血清学诊断指标. 还发现FAT10 
m R N A的高表达与肝癌的T N M分期、及淋

巴结转移显著相关(P <0.05), 有淋巴结转移者

表达水平明显高于无淋巴结转移者. FAT10 
mRNA在结肠癌中的表达水平与肿瘤Duke's
分期及远处转移密切相关(P <0.05), Duke's分
期C、D期患者血浆FAT10 mRNA表达水平

明显高于A、B期患者. 这些结果提示, FAT10 

     
临床病理因素  n

FAT10 mRNA
χ2值 P 值

阳性 阴性

年龄(岁) 1.543 0.2141

  >50 45 35 10

  ≤50 25 16   9

性别 0.489 0.4841

  男 51 36 15

  女 19 15   4

肿瘤直径(cm)

  >5 32 25   7 1.432 0.4892

  >2及≤5 22 14   8

  ≤2 16 12   4

HBsAg 2.185 0.1391

  + 56 43 13

  - 14 8   6

HCVAb 1.545 0.2411

  + 12 7   5

  - 58 44 14

Child-Pugh分 1.802 0.4062

  A级 36 26 10

  B级 20 13   7

  C级 14 12   2

TNM分期 8.470 0.0041

  Ⅲ+Ⅳ 48 40   8

  Ⅰ+Ⅱ 22 11 11

分化程度 2.944 0.2292

  高 15 12   3

  中 39 30   9

  低 16 9   7

肿瘤有无血管侵犯 2.952 0.0861

  有 51 40 11

  无 19 11   8

有无淋巴结转移 5.440 0.0201

  有 22 12 10

  无 48 39   9

表  3  FAT10 mRNA表达与肝癌患者临床病理学特征的关系

1Mann-Whitney U test; 2Kruskal-Wallis test; HBsAg: 乙型肝炎表面抗原; HCVAb: 丙型肝炎病毒抗体.
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■同行评价
本 文 通 过 使 用
RT-PCR和ELISA
方法发现, FAT10 
mRNA在肝癌和
结 肠 癌 诊 断 中 , 
可以作为新的潜
在血清学标志物. 
同时联合AFP和
FAT10 mRNA可
以提高肝癌的早
期诊断率 .  该文
章思路清晰 ,  研
究内容合理 ,  文
章具有一定创新
性 ,  有一定的科
学意义. 

m R N A可能与肝癌和结肠癌的发生以及肿

瘤细胞侵犯周围或远处组织器官有关, 提示

FAT10 mRNA可能成为判断肝癌和结肠癌预

后的特异性指标, 虽然这一结论尚需进一步

研究术后血浆FAT10 mRNA的表达水平, 并
进行大量患者预后随访予以证实. 由于AFP与
FAT10 mRNA无相关性(Z  = -1.136, P  = 0.256), 
FAT10 mRNA为独立于AFP的诊断指标, 可与

AFP联合应用于肝癌的诊断. 在AFP阴性肝癌

中, FAT10 mRNA有较高的阳性表达率(66.7%), 
表明FAT10 mRNA可作AFP阴性肝癌诊断的重

要指标. 在肝癌包括小肝癌中联合检测FAT10 
mRNA和AFP可使诊断灵敏度增加, 提示了联

合应用的前景.  
总之, FAT10 mRNA在肝癌和结肠癌诊断

中, 可以作为新的潜在血清学标志物, 并且可

应用于AFP阴性肝癌的辅助诊断, 联合检测

AFP和FAT10 mRNA有望提高肝癌的早期诊断

正确率. 
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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.


