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ｍｉＲ１９５表达在乳腺癌细胞对阿霉素药物敏感性中的意义
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　　【摘要】　目的　调控ｍｉＲ１９５在乳腺癌细胞中的表达对阿霉素药物（ＡＤＲ）敏感性的影响及其作用机制进行

研究。方法　利用脂质体将成熟ｍｉＲ１９５模拟物（ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ）及阴性对照转染至乳腺癌细胞 ＭＣＦ７，采用实时

定量聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测细胞中ｍｉＲ１９５的表达变化；采用 ＭＴＴ比色法及流式细胞术（ＦＣＭ）检测转染

ｍｉＲ１９５模拟物及其对照经ＡＤＲ作用后细胞的增殖及凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中Ｒａｆ１、Ｐｇｐ、Ｂｃｌ２蛋白的表

达。结果　转染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ后，明显上调了细胞中ｍｉＲ１９５的表达水平（犘＜０．０１）；在 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ与ＡＤＲ

联合作用后，明显抑制了细胞的增殖，其敏感性与对照组相比，提高近２．５倍（犘＜０．０５），同时促进了细胞的凋亡（犘

＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现在转染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ后，细胞中Ｒａｆ１蛋白及ＢＣＬ２、Ｐｇｐ蛋白的表达显著降低

（犘＜０．０１）。结论　在乳腺癌细胞中，ｍｉＲ１９５作为抑癌基因，能够有效促进乳腺癌细胞对ＡＤＲ所介导的化疗敏感

性，其作用机制至少部分是通过ｍｉＲ１９５负性调控Ｒａｆ１蛋白的表达来实现。
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　　乳腺癌是妇女中最为常见的恶性肿瘤。作为传统的化疗

药物阿霉素（ＡＤＲ）仍然被认为是最常用和有效的药物。然

而，如何提高阿霉素药物对癌细胞的敏感性目前已成为一个重

要的临床问题。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是真核细胞中一类参与

基因转录后调控的非编码小分子ＲＮＡ，也是一类近年来新发

现的非编码小ＲＮＡ分子。随着ｍｉＲＮＡ所介导的肿瘤细胞增

殖或凋亡等相关研究成果的积累，将 ｍｉＲＮＡ的靶向调控作为

化疗干预的一个新手段现在获得了更多关注。Ｉｏｒｉｏ等
［１］对乳

腺癌疾病患者的癌组织ｍｉＲＮＡ表达谱进行了系统地分析，发

现这些ｍｉＲＮＡ表达异常可能诱发乳腺癌，并在肿瘤的分类及

预后方面起着重要的潜在作用。同时也有研究发现，通过调控

ｍｉＲＮＡ的表达可影响细胞周期蛋白Ｄ１以及抗细胞凋亡蛋白

Ｂｃｌ２的表达，增强乳腺癌细胞对化疗药物的敏感性
［２］。ｍｉＲ

１９５属于 ｍｉＲ１５家族成员，定位于染色体１７ｐ１３．１位点。研

究表明在多种实体肿瘤组织中，ｍｉＲ１９５作为一种抑癌基因也

参与到肿瘤细胞的增殖或凋亡过程中。过表达 ｍｉＲ１９５能够

明显抑制肿瘤的侵袭，同时能够提高肿瘤细胞对化疗药物的敏

感性［３４］。但是，对于ｍｉＲＮＡ所涉及的乳腺癌细胞对ＡＤＲ药

物敏感性方面的研究报道较少，特别是ｍｉＲ１９５在参与肿瘤药

物敏感性的调控机制方面还没有被广泛研究。因此，针对特定

ｍｉＲＮＡ进行调控，上调其在肿瘤细胞中的表达，对于有效提高

化疗药物对肿瘤细胞的细胞毒性并针对性治疗具有重要作用。
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１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７购自上海生工生物

研究所；ＰＲＭＩ１６４０及胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；

阿霉素药物（ＡＤＲ）购自浙江海正药业公司；小鼠抗人 Ｒａｆ１、

ＢＣＬ２及Ｐｇｐ单克隆抗体均购自美国 Ａｂｃａｍ公司；ＨＲ标记

的羊抗小鼠ＩｇＧ（二抗）购自美国Ａｂｃａｍ公司；ＭＴＴ及二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）购自美国 ＢＤ 公司；脂质体转染试剂 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００及 ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ公司；

ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ公司；流式检测用 ＡＶ／ＰＩ

双标试剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；蛋白印迹电转仪（Ｂｉｏ

Ｒａｄ美国）；凝胶图像分析仪（ＢｉｏＲａｄ美国）；流式细胞检测仪

（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ美国）；酶标仪（（ＢｉｏＲａｄ美国）；全自动荧光定

量ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ美国）。

１．２　细胞培养　人类乳腺癌细胞株（ＭＣＦ７）购自中科院上海

生物工程研究所。细胞在含有１０％胎牛血清ＲＰＭＩ１６４０完全

培养液中培养，３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱孵育，每隔３ｄ传代

１次。

１．３　ＫＴＰＣＲ检测转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ后，细胞中 ｍｉＲ１９５

的表达　ｍｉＲ１９５模拟物（ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ）及对照分别用脂质

体ｌｉｐ２０００转染进入 ＭＣＦ７细胞中，４８ｈ后抽提细胞总ＲＮＡ

用于ＰＣＲ检测。按照 ＴａｑＭａｎｍｉｃｒｏＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ试剂

盒说明书提取细胞总的ＲＮＡ，采用紫外分光光度计检测ＲＮＡ

稀释液在犃２６０和犃２８０比值，计算 ｍｉＲ１９５的含量。根据文

献报道中的方法，设计茎环结构（Ｓｔｅｍｌｏｏｐ）的 ｍＲＮＡ逆转录

引物，其中包含４０ｂｐ的茎环结构，所用各个基因引物序列如

下所示，所有引物均用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计，并由上海生物工

程有限公司合成。其特异性引物序列为，目的基因 ｍｉＲ１９５

ＲＴｐｒｉｍｅｒ：ＧＣＧＣＧＴＧＡＧＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＡＡＴＴＡＡＣ

ＣＡＣＧＣＧＣＧＣＣＡＡ Ｔ；ｍｉＲ１９５Ｆ：ＣＣＴ ＡＧＣＡＧＣＡＣＡ

ＧＡＡＡ；Ｒ：ＧＡＧＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＡ；Ｕ６１（内参基因）Ｕ６

ＲＴｐｒｉｍｅｒ：ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ；Ｕ６Ｆ：

ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡ ＧＣＡＣＡＴ Ａ；Ｕ６Ｒ：ＣＧＣＴＴＣＡＣＧ

ＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧ。反转录反应条件的设置：２５℃１０ｍｉｎ，４２

℃６０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ；扩增条件的设置：９４℃４ｍｉｎ；９４℃２０

ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ循环３５次，７２℃检测信号。反应完成

后得到目的基因ｍｉＲ１９５及内参基因 Ｕ６的ＣＴ值，根据公式

计算目的基因相对含量，ｍＲＮＡ相对表达量采用２ΔΔＣｔ±ＳＥ表

示。

１．４　转染ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ入细胞　转染前一天，取对数生长的

ＭＣＦ７细胞，胰蛋白酶消化细胞后调整细胞浓度以５×１０５

个／孔密度接种至６孔细胞培养板中，再加入不含抗生素的培

养基入培养板，使转染时的细胞密度能够达５０％左右。分别

取ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ及对照各２０ｎｍｏｌ／Ｌ，与脂质体ｌｉｐｏ２０００

１μＬ组成混合液后加入含有细胞的４００μＬ培养基的培养孔

中，轻轻混匀；培养６ｈ后，将孔中含 ｍｉＲＮＡｌｉｐｏ２０００混合液

的培养基移去，更换新鲜含血的完全培养基，将培养板置于３７

℃的ＣＯ２ 培养箱中培养。

１．５　ＭＴＴ比色法检测细胞存活力　将转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ

或对照２４ｈ后的 ＭＣＦ７细胞，以细胞密度为１×１０５／孔并接

种于９６孔板，待细胞贴壁生长后，分别加入终浓度为０、１０、

５０、１００、２００、５００、１５００ｎｇ／ｍＬ的 ＡＤＲ药物，每个浓度设置４

个复孔，并设置调零孔及空白对照孔。３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱

孵育４８ｈ，弃去原培养液，每孔加入无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养

液９０μＬ，再加入 ＭＴＴ液（５ｍｇ／ｍＬ，０．５％ＭＴＴ）２０μＬ，放入

３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱分别孵育４ｈ，弃去孔内培养液终止培

养。每孔加入ＤＭＳＯ２００μＬ，置摇床振荡１０ｍｉｎ，使结晶重复

溶解，在自动酶标仪上犃５７０ｎｍ处测得各孔吸光度值。

１．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／ＰＩ双标法流式细胞仪（ＦＣＭ）检测细胞

的凋亡　取对数生长的ＭＣＦ７细胞，以细胞密度为２×１０５／孔

接种于２４孔板，待细胞生长至密度为５０％时，转染 ｍｉＲ１９５

ｍｉｍｉｃ或对照，３７℃、５％ ＣＯ２ 孵育２４ｈ后弃去原培养基，加

入含５００ｎｇ／ｍＬＡＤＲ药物的无血培养基作用４８ｈ后去掉原

培养基，无酶消化液（０．０２％ ＥＤＴＡ）处理细胞制成细胞悬液，

再加入Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ漂洗并重新悬浮细胞，取１００μＬ约１×

１０６ 个细胞数，分别加入５μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ和１０μＬ２０

μｇ／ｍＬ的ＰＩ，充分混匀后室温下避光孵育１０ｍｉｎ；采用 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／ＰＩ双标法，流式细胞仪检测细胞凋亡。

１．７　蛋白印迹分析　配制８％分离胶和１２％浓缩胶；待检蛋

白溶液与２×蛋白上样缓冲液等体积混匀，沸水加热３～５ｍｉｎ

后加样电泳；将滤纸、胶、ＰＶＤＦ膜、滤纸按顺序半干转膜１ｈ；

取出ＰＶＤＦ膜放入封闭液中，置于摇床室温缓速振荡１ｈ后，

分别以小鼠抗人Ｒａｆ１、Ｐｇｐ及Ｂｃｌ２单克隆抗体作为一抗，再

置４℃孵育１２ｈ；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤ＰＶＤＦ膜后加入辣

根过氧化物酶（ＨＲ）标记二抗；应用化学发光增强试剂盒反应

１ｍｉｎ，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１软件对凝胶电泳图进行分析。

１．８　统计学方法　用ＳＰＳＳ１０．０软件处理，所有数据采用狓±

狊表示，两个样本均数间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ对细胞中 ｍｉＲ１９５的表达的影响　在转

染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ进入 ＭＣＦ７后，采用 ＫＴＰＣＲ检测细胞中

ｍｉＲ１９５的表达，结果在转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ组与对照组相

比，ｍｉＲ１９５的表达明显上调近３倍，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），说明转染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ能够有效调控细胞中ｍｉＲ１９５

的表达。见图１。

　　注：狀＝３，犘＜０．０１，与对照细胞，ｔ实验。

图１　ＭＣＦ７细胞转染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ后ｍｉＲ１９５的表达

２．２　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 ｍｉＲＮＡ ｍｉｍｉｃ转染前后，细胞中

Ｒａｆ１蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞转染前后Ｒａｆ１蛋

白的表达情况，结果在转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ模拟物至 ＭＣＦ７

细胞后，与阴性对照组相比，Ｒａｆ１蛋白的表达水平则是明显下

降，其水平下降达到６８．７％，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见

图２。

　　注：狀＝３，犘＜０．０１，与对照细胞，ｔ实验。

图２　ＭＣＦ７细胞转染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ及对照后

Ｒａｆ１蛋白的表达
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２．３　转染 ｍｉＲＮＡ ｍｉｍｉｃ后，ＭＴＴ法测定对细胞增殖的影

响　采用 ＭＴＴ比色分析，细胞的增殖活力随着 ＡＤＲ浓度的

增加呈现明显降低的趋势。同时在采用 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ＋

ＡＤＲ联合作用后，与ｍｉＲＣｏｎｔｒｏｌ＋ＡＤＲ对照组相比，细胞的

增殖活力明显受抑，在对照组中细胞的ＩＣ５０为５００ｎｇ／ｍＬ；而

通过ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ＋ＡＤＲ联合作用后，细胞的ＩＣ５０则为２００

ｎｇ／ｍＬ，增敏倍数达到２．５倍，明显抑制了细胞的增殖活力，差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。见图３。

图３　加入不同浓度的ＡＤＲ药物作用后细胞增殖的比较

　　注：狀＝３，犘＜０．０１，与对照细胞，ｔ实验。

图４　加入５００ｎｇ／ｍＬ的ＡＤＲ药物作用后ＦＣＭ检测对

细胞凋亡的影响

　　注：狀＝３，犘＜０．０１，与对照细胞，ｔ实验。

图５　ＭＣＦ７细胞转染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ及对照后

ＢＣＬ２和Ｐｇｐ蛋白的表达

２．４　转染 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ后促进了 ＡＤＲ药物介导的细胞凋

亡　ＭＣＦ７细胞经转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ并经５００ｎｇ／ｍＬ的

ＡＤＲ药物作用后，利用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ及ＰＩ双重染色进行

流式细胞仪分析的方法检测细胞的凋亡情况。结果显示，在采

用ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ＋ＡＤＲ联合作用后，与 ｍｉＲＣｏｎｔｒｏｌ＋ＡＤＲ

对照组相比，细胞的凋亡水平明显增加，细胞凋亡比率从（３４±

３）％提高至（５３±６）％，凋亡比率提高近２０％，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。见图４。

２．５　转染ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ后，细胞中Ｂｃｌ２及Ｐｇｐ蛋白的表达

　ＭＣＦ７细胞经转染 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细

胞中抗细胞凋亡蛋白Ｂｃｌ２及多重耐药相关糖蛋白Ｐｇｐ（Ｐ

ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）的表达变化。结果可见在转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ抑

制Ｒａｆ１后，两种细胞中Ｂｃｌ２及Ｐｇｐ蛋白的表达与对照组相

比，均呈现明显下降的趋势，以 ＮＣ组蛋白的表达为１，则在转

染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ后，Ｂｃｌ２及 Ｐｇｐ蛋白分别下降近５８％和

３２％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见图５。

３　讨　　论

肿瘤细胞耐药性是导致化疗失败的主要障碍。研究者最

近发现，在当前的化疗过程中，异常的 ｍｉＲＮＡ表达可能参与

了肿瘤细胞的耐药［５６］。因此，认为 ｍｉＲＮＡ作为肿瘤治疗的

一个靶点，通过调控肿瘤细胞中 ｍｉＲＮＡ的表达，不仅能够产

生直接的抗肿瘤作用，还能够有效改善化疗药物的治疗效果。

当前一些ｍｉＲＮＡｓ已经与多种实体瘤中的抗癌治疗作用及耐

药性相联系，例如通过调控 ｍｉＲ３４ａ或 ｍｉＲ４５１在乳腺癌细胞

中的表达，能够有效提高乳腺癌细胞对紫杉醇药物的敏感

性［７８］。而在胃癌细胞中，由于ｍｉＲ１５和ｍｉＲ１６对Ｂｃｌ２的负

性调控，能够增强化疗药物长春新碱所诱导的细胞凋亡［９］。还

有研究也发现，ｍｉＲ１９５在许多实体瘤中处于低表达状态，并

且扮演着抑癌基因的角色［１０１１］。但是 ｍｉＲ１９５在参与肿瘤药

物敏感性的调控机制还没有被广泛研究。近年来信号通路作

为抗癌药物的靶点受到广泛关注，而与Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ

相关的细胞内信号转导途径被认为是经典 ＭＡＰＫ信号转导途

径。Ｒａｆ１是丝裂原激酶家族中重要的成员，参与细胞增殖、凋

亡和分化。研究表明在多种实体瘤中高Ｒａｆ１蛋白激酶活性

与肿瘤细胞对化疗药物的耐受有关［１２］。因此，在乳腺癌中通

过调控ｍｉＲ１９５的表达，对影响乳腺癌细胞的生物学功能以及

细胞对阿霉素药物敏感性的作用机制进行研究具有重要意义。

本次研究发现，采用 ＡＤＲ药物与 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ联合作

用，经转染ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ上调细胞中 ｍｉＲ１９５的表达，明显

抑制了ＡＤＲ药物所介导的乳腺癌细胞的增殖，同时促进了细

胞的凋亡。结果表明，转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ上调 ｍｉＲ１９５在细

胞中的表达，提高了乳腺癌细胞对 ＡＤＲ的敏感性。细胞对

ＡＤＲ作用的ＩＣ５０由５００ｎｇ／ｍＬ降低至２００ｎｇ／ｍＬ，细胞的增

殖活性明显降低，同时促进 ＡＤＲ所介导的细胞凋亡比率从

（３１±３）％提高至（５３±６）％。这些结果或许说明针对肿瘤细

胞中特定的ｍｉＲＮＡ，调控其在肿瘤细胞中的表达，对于有效提

高化疗药物对肿瘤细胞的细胞毒性具有重要作用。本次研究

也发现，在乳腺癌 ＭＣＦ７细胞中，ｍｉＲ１９５参与了对Ｒａｆ１的

调控作用。转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ上调 ｍｉＲ１９５在细胞中的表

达后，细胞中Ｒａｆ１蛋白的表达水平明显受抑，其下降水平与

对照相比达到６８．７％。结果说明 ｍｉＲ１９５能够互补结合到

Ｒａｆ１的ｍＲＮＡ的３′端非编码区域，导致ｍＲＮＡ翻译的受抑，

从而降低细胞中Ｒａｆ１蛋白的表达，这也与Ｆｌａｖｉｎ等
［１３］的研

究报道相一致。他们通过在构建的针对Ｒａｆ１的荧光素酶报

告载体中发现，ｍｉＲ１９５能够直接靶向作用于 Ｒａｆ１的表达。

并且Ｌｉ等
［１４］也证实 ｍｉＲ１９５对Ｒａｆ１蛋白的负性调控，与乳
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腺癌细胞增殖、细胞周期停滞甚至与凋亡有关。这或许说明采

用ｍｉＲ１９５的负性调控Ｒａｆ１蛋白的表达后，细胞药物敏感性

的增加是由于抑制了 Ｒａｆ１蛋白的表达，解除了 Ｒａｆ／ＭＥＫ／

ＥＲＫ信号通路对促细胞凋亡相关的下游靶效应因子的抑制作

用，从而增加了细胞的凋亡比率。因此，进一步研究 ｍｉＲ１９５

负性调控Ｒａｆ１蛋白酶的表达如何影响细胞对药物的敏感性

的作用机制显得尤为重要。本次研究结果也表明，ｍｉＲ１９５负

性调控Ｒａｆ１蛋白的表达，细胞中耐药相关蛋白Ｂｃｌ２及Ｐｇｐ

的表达也明显受抑，分别下降近５８％和３２％，而这两种蛋白的

表达增强是影响乳腺癌细胞对 ＡＤＲ药物敏感性的重要因素。

Ｂｃｌ２是最重要的细胞凋亡抑制基因，该基因的过表达可以促

进细胞的生存，同时抑制细胞对化疗药物产生的凋亡作用。而

Ｐｇｐ糖蛋白是一种药物转运蛋白，位于细胞膜表面，具有药物

结合和转运功能，将药物从细胞内泵出细胞外，降低细胞内药

物浓度并减轻细胞毒作用，从而减低细胞对药物的敏感性［１５］。

相关研究也表明，Ｒａｆ１蛋白激酶在细胞中的过表达会导致下

游靶激酶所介导的转录因子磷酸化，这些转录因子结合在Ｂｃｌ

２及Ｐｇｐ基因的启动子序列会刺激转录的发生，从而上调乳

腺癌细胞中 Ｂｃｌ２及 Ｐｇｐ这两种蛋白在细胞中的表达水

平［１６］。因此，通过提高ｍｉＲ１９５在细胞中的表达水平，不仅能

够下调Ｐｇｐ和Ｂｃｌ２蛋白在细胞中的表达，同时也能够有效提

高乳腺癌细胞对阿霉素药物的敏感性。

综上所述，通过采用ｍｉＲ１９５的负性调控Ｒａｆ１蛋白的表

达，提高乳腺癌细胞对ＡＤＲ的药物敏感性的作用机制部分或

至少是通过作用于Ｒａｆ１蛋白信号的途径来实现，这可能为临

床提高乳腺癌的化疗效果提供新的策略。随着对 ｍｉＲＮＡ参

与调节乳腺的发生和发展的作用机制研究的不断深入，今后有

望能将ｍｉＲＮＡ作为乳腺癌早期诊断和治疗的有效手段及新

的思路。
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