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摘 要：以 !"#$%&’(’)* +,&,+)%&’-’.)* *!- 染色体 6)7 为模板，经 89: 扩增获得编码!4)4乙酰氨基

葡萄糖苷酶的基因 /,0"7，与质粒 ;<="#> 所构建的表达质粒 ;)7?"7 在 1$.23&’.2’, .#"’ *-$ 中表

达良好 (从重组 1 4 .#"’ *-$ 中纯化得到的 )+@"7 以 24*A4?’B)7B 为底物时，最适作用温度和最适

作用 ;C 分别为 $# D和 3 (#；在 "# D以下和 ;C 5 E . 之间该酶活性稳定 (对 24*A4?’B)7B 的 5F 和

6F+G分别为 3 (."F&’ 和 !- (0"F&’ H（FIJ·F@）( )+@"7 可以水解几丁寡糖和几丁质，作用方式是从非

还原端逐一水解!4-，2464)4乙酰氨基葡萄糖苷键，产生 )4乙酰氨基葡萄糖，对几丁二糖具有较高

的水解活性 (
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阳性、能水解几丁质、具有低 !" 含量、可形成芽孢

的专性厌氧菌［#］$ 该菌可以利用不同类型的多糖

（如淀粉、纤 维 素、几 丁 质 等）产 生 生 物 能 化 合 物

———氢气［#，%］$
几丁质是自然界中仅次于纤维素的第二丰富

的多聚物（&’乙酰氨基葡萄糖的!’#，( 糖苷键多聚

物）$微生物对几丁质的有效降解是通过几丁质酶

（)*+,+-./0，1" 2$ % $ # $ #(）和!’&’乙酰氨基葡萄糖苷

酶（!’&’.)0,34546)7/.8+-+9./0 ，&.5，1" 2$ % $ # $ :%）等

的协同作用得以实现［2 ; #<］$在含有几丁质的培养基

中培养 ! " #$%$#&’%()(*&+ =’%# 时，该菌株可以分泌

几种几丁质酶，而且酶的合成可以被葡萄糖所阻

遏［#%］$研究 ! " #$%$#&’%()(*&+ =’%# 的几丁质分解酶

系统的目的是阐明各种酶的结构、功能、在几丁质

降解中的作用以及产酶基因表达的调节等关系 $该
菌产几丁质酶 !,(> 和 !,(? 的基因 *,(> 和 *,(? 已

经成功地在 -.*,/%(*,($ *01( 中克隆和表达［## ; #2］$作
者对 ! " #$%$#&’%()(*&+ =’%# 菌株!’&’氨基葡萄糖

苷酶产酶基因 2$32>［#(］在 - " *01( 中的表达、酶的

纯化和酶学性质进行了研究 $

! 材料与方法

! "! 细菌菌株、质粒及培养条件

类腐败梭菌 !10.’%(4(&+ " #$%$#&’%()(*&+ =%# 由

日本三重大学生物资源学部应用微生物学实验室

提供［##］，作者所在实验室保藏 $ 该菌株用于提供染

色体 @&>$将该菌置 #<< 8A 改良 !B 培养基（#C &’
乙酰氨基葡萄糖作碳源）［##］中于 2D E培养过夜 $厌
氧培养瓶的上部空间经 &% 置换 $质粒 FG1’2<H 用于

表达载体的构建，该质粒是从 FG1’2<（G+.50-）派生

而得，在原质粒的（I+/）J’标签的编码区与多克隆位

点之 间 插 入 为 牛 凝 血 酶（H*K78L+-）的 识 别 序 列

（AMNO!B）编码的 #P 对碱基［#:］$ - " *01( QA#’?460
用作重组质粒的克隆宿主 $ - " *01( =#:（FO1N(）

（G+.50-）用作质粒 FG1’2<H 的表达宿主 $所有的 - "
*01( 菌株都用 A? 培养基（根据需要添加抗生素）于

2D E振荡培养 $
! "# 表达质粒 $%&’(& 的构建

为了从 2$32> 基因表达 &.52> 酶，从 FG12<H
质粒 构 建 了 重 组 质 粒 F&>!2>$ 用 于 N"O 扩 增

2$32> 的引物分别为 &>!’R7K：:’’!!!!>H"">"’
H>HHHH>>"> !!!>>>>>H!’2S 和 &>!’O0T： :S’
!!!H"!>""H>HHH>H>">HH!"HH">>"H>" ’2S（ 带

下划线序列分别为 5$+IU 和 6$1U 位点）$ N"O 产物

经 5$+IU 和 6$1U 双酶切割后所得片段与经该二酶

切割的 FG12<H 质粒片段经连接酶连接构建成重组

表达质粒 F&>!2>$ 将重组表达质粒转化至 - " *01(
QA#’?460 扩增，所克隆的 @&> 片段经测序排除 N"O
扩增中的突变 $
! "( %)*(& 的表达与纯化

将经过测序排除突变的重组表达质粒 F&>!2>
转 化 至 - " *01( =#: 构 建 重 组 子 - " *01( =#:

（F&>!2>），由此重组子所合成的 &.5 首先用 I+HK.F
)*04.,+-5 IN )7468-（ : 8A； >80K/*.8 N*.K8.)+.
?+7,0)*）按厂商所提供的操作规程进行纯化 $有活性

的部分经 FI P$<、:< 8874 V A HK+/’I"4 缓冲液透析脱

盐后用牛凝血酶处理（#< W V 85 &.5>）切除（I+/）J’标
签，再用 I+HK.F IN 柱子分离，收集未被柱子结合的

蛋白质，用与上述同样的方法进行透析脱盐 $ 然后

再用 =7-7G IO: V : 柱（< $ : )8 X : )8；>80K/*.8
N*.K8.)+. ?+7,0)*）进行分离纯化 $
! "+ 酶活测定

(’80,*3468L044+Y0K34 &’.)0,34 !’@’546)7/.8+-+90
［(’=W’!4)&>)；B+58.］、(’80,*3468L044+Y0K34!’@’&’&S’
9+.)0,34)*+,7L+7/+90［(’=W’（!4)&>)）%；B+58.］，和 (’
80,*3468L044+Y0K34!’@’&’&S’&Z’ ,K+.)0,34)*+,7,K+7/+90［(’
=W’（!4)&>)）2；B+58.］以 #< 8874 V A 的浓度溶解于

&，&S’二甲基甲酰胺中，贮存于 [ %< E $ 酶活测定

依 \S LK+0- 改 良 法 进 行［#J］，酶 解 反 应 在 含 有 < $ #
8874 V A (’=W’（!4)&>)）的 FI D$ <、#< 8874 V A 磷酸

缓冲液中进行，反应混合物在 2D E反应 #< 8+- 后

加 %C的 &.%"\2 溶液终止反应，用 B*+8.9]6 OR’#:<<
（B*+8.9]6，H7^37，_.F.-）荧光分光光度计于激发波

长 2:: -8、散 发 波 长 (J: -8 下 测 定 所 释 放 的 (’
80,*3468L044+Y0K7-0（(’=W）的量 $一个酶活单位定义

为每分钟释放 #"874 (’=W 所需要的酶的量 $
! ", 几丁寡糖和几丁质的酶解与产物分析

将几丁寡糖（几丁二糖 ; 几丁六糖，B+58. 公司

产品）以 ( 8874 V A 的浓度溶解于 FI D$ <、#< 8874 V A
磷酸缓冲液中，取 < $ # 8A 该溶液加 :"5 &.52>，于

2D E酶解 J *，然后用薄层色谱（,*+- 4.30K )*K78.,75’
K.F*3 ，HA"）检测水解产物 $ HA" 使用的是玻璃硅胶

板（‘+0/04504 J<，=0K)^ 公司产品），展开剂的组成为

7（正丁醇）a 7（甲醇）a 7（氨水）a 7（水）b : a ( a % a #，

采用上行二次展开方式 $待硅胶板自然风干后喷显

色剂（< $( 5 二苯胺，< $( 8A 苯胺，2 8A P:C磷酸，%<
8A 丙酮，用前临时配制），于 P< E显色 %< 8+-，单糖

和各寡糖呈现可见斑点 $ 几丁质（B+58. 公司）经球

磨后用 FI D$<、#< 8874 V A 磷酸缓冲液制备成 #C的

悬浮液，加入 &.52> 酶后于 2D E酶解过夜，离心后
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取上清液经 !"# 进行分析［$%］&
! "# 蛋白质分析

蛋白质浓度测定采用 ’()*+,(* 法［$-］，以牛血清

白蛋白（.,/012 32(45 )6.4501 ，’78，7095) 公司）作标

样 &
! "$ %&%’()*+ 分析

7:7;<8=> 分析依 ")25560 法［$?］进行 &

, 结果与讨论

, "! 表达重组质粒 -.)*/) 的构建

以 ! " #$%$#&’%()(*&+@A$ 的 染 色 体 :B8 为 模

板，经 <#C 扩增获得的 ,$-%8 基因 :B8 经琼脂糖

电泳分析，在长度上与预期值（$ $?D .E）［$F］相同（见

图 $）&经过 .$+GH 和 /$0H 双酶切割后与 EI>%J! 连

接所构建的表达重组质粒 EB8=%8 经同样的双酶切

割分析，两个片段的长度与预期值也完全相同（图

$）&质粒 EB8=%8 经 :B8 序列测定分析，所插入的

B8=%8 的 编 码 基 因 ,$-%8 的 序 列 与 原 序 列 一

致［$F］，说明 <#C 扩增过程没有导致突变的产生 &

@，分 子 量 标 记；A，,$-%8 <#C 扩 增 产 物；%，EB8=%8 经

.$+GH 和 /$0H 水解物

图 ! &.) 琼脂糖凝胶电泳图

012"! )234567 278 7879:45-;547616 5< &.)

,", .32/) 的表达与纯化

用重组质粒 EB8=%8 转化 1 " *20( @$K 获得重

组菌株 1 " *20( @$K（EB8=%8）&由该菌株所合成的酶

蛋白经 G0!()E LM26)N019 G< 柱纯化后，其组氨酸六肽

标签被切除 &被切除组氨酸六肽的纯化 B)9 酶蛋白

命名为 B)9%8&表 $ 酶的纯化结果说明经两种分离

柱纯化得到的 B)9%8 被纯化 $% & D 倍，回收率为 %K &
?O &纯化酶在 7:7;<8=> 上呈一条谱带，相对分子

质量约 F% JJJ（见图 A）&
表 ! .32/) 的纯化结果

=3>"! %?@@34A 5< (?41<193:15B 5< .32/) <45@ ! " #$%& C!D

;34>5?41B2 -.)*/)

步骤
总蛋白质
质量 P 59

总酶
活 P Q

比酶活 P
（QP 59）

回收率 P
O

纯化
倍数

粗酶 KJ&? $RR&R %&% $JJ&J $&J

G0!()E 纯化 %&D $JJ&% AK&- RJ&A -&?

@,1,I 纯化 $&% KD&R FK&? %K&? $%&D

$，相对分子质量标记；A，纯化 B)9%8

图 , 纯化 .32/) 的 %&%’()*+ 图谱

012", %&%’()*+ 5< -?41<17E .32/)

,"/ .32/) 酶学性质

, &/ &! 最适反应 EG $ 用不同 EG 的 FJ 55,6 P " ’(0N;
N0,1;C,.013,1 通用缓冲液（FJ 55,6 P " 磷酸;FJ 55,6 P
" 硼酸;FJ 55,6 P " 乙酸，用 B)SG 调 EG）取代酶活测

定方法中的缓冲液进行酶活测定，由图 % 的结果可

知，该酶最适反应 EG 为 - &J &

图 / 最适作用 -F 曲线

012"/ +<<79: 5< -F 5B 39:1G1:A

, &/ &, EG 稳定性$ 在不同 EG 的 $J 55,6 P " 的 ’(0N;
N0,1;C,.013,1 通用缓冲液中经 AK T、AF M 处理后，加

入 $JJ 55,6 P "、EG -& J 缓冲液恢复 EG，然后测定酶

活，结果见图 F&该酶在 EG R U D 的范围内稳定 &
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图 ! "# 稳定性曲线

$%&’! "# ()*+%,%)- ./012

3 !4 !4 最适反应温度" 分别用不同的反应温度取

代酶活测定方法中的 #$ %，测定酶活，结果显示该

酶的最适作用温度为 &’ %，见图 & !

图 5 最适作用温度曲线

$%&’5 6772.) 87 )29"20*)/02 8: *.)%1%)-

3 !4 !! 温度稳定性" 将酶液置于不同温度下保温

处理 #’ ()*，然后测定残余酶活，结果见图 + ! 该酶

在 $’ %以上完全失去活性 !在 #’ , $’ %之间，随着

处理温度的升高，酶活逐渐降低 ! #’ %以下的处理

对酶活性没有影响 !

图 ; 温度稳定性曲线

$%&’; <=209*, ()*+%,%)- ./012

3 !4 !5 金属离子对酶活的影响" 向酶活测定反应

体系中加入终浓度为 " ((-. / 0 的不同金属离子，测

定其对酶活的影响 !表 1 的结果说明，汞离子、铜离

子和锌离子可以完全抑制酶活性，镍离子、锰离子

和铁离子可以部分抑制酶活，而铝离子、钡离子、钾

离子、钙离子和镁离子对酶活的影响很小，可以忽

略不计 !
表 3 金属离子对酶活的影响

<*+’3 6772.) 87 92)*, %8:( 8: *.)%1%)-

金属离子 相对酶活 / 2

对照 "’’

345.1 "’6

575.1 "’#

85. "’1

975.1 ::

;.5.# :<

=>5.# <#

3*5.1 $<

?)5.1 1#

@45.1 ’

5A5.1 ’

B*5.1 ’

3 !4 !; " ?74#; 的动力学常数 在 #$ %测定了纯化

酶对不同浓度（ ’ !"，’ !&，" !’，1 !’，& !’，"’ !’，&’ !
’，"’’!(-. / 0）6C3DC（E.F?;F）、6C3DC（E.F?;F）1 和

6C3DC（E.F?;F）# 的反应初速度，经 0)*>G>7H>IC9AIJ
绘图得出该酶对 # 种合成底物的 !( 和 "(7K值见表

# !在 # 种底物中，6C3DC（E.F?;F）的 !( 值最小，"(7K

值最大 !
表 4 纯化酶对合成底物的动力学常数

<*+’4 >%:2)%. .8:()*:)( 87 )=2 "/0%7%2? @*&4A *&*%:() (-:B
)=2)%. (/+()0*.)2(

底 物
比酶活 /

（D/ (4）
!( /

（!(-. / 0）
"(7K /

（!(-. /（()*·(4））

6C3DC（E.F?;F） 6&!’ $!: 1"!<

6C3DC（E.F?;F）1 ’ !<< "1!’ "!6$

6C3DC（E.F?;F）# ’ !’+ "&!’ ’!’1

3 ’! @*&4A 对底物的识别

3 !! !C C ?74#; 对几丁寡糖和几丁质的水解 ?74#;
对几丁寡糖和球磨几丁质的水解产物的 L05 分析

结果见图 $ !图 $ 显示，?74#; 可以完全降解几丁二

糖（E.F?;F）1 成 E.F?;F；虽 然 该 酶 对（E.F?;F）#、

（E.F?;F）6、（E.F?;F）& 和（E.F?;F）+ 也具有水解活

性，但不能完全降解，例如当以（E.F?;F）6 为底物

时，L05 上检测到（E.F?;F）、（E.F?;F）#以及未水解

的（E.F?;F）6 !但值得注意的是，在所研究的几丁寡

糖水解物中均未检测到几丁二糖的存在 !该酶也能
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水解球磨几丁质生成（!"#$%#）（图 &’）(上述结果说

明 $)*+% 是一种既能作用于几丁寡糖，也能作用于高

聚合度的几丁质的!,$,乙酰氨基葡萄糖苷酶，与较

高聚合度的几丁寡糖和几丁质相比，该酶对几丁二糖

具有更强的水解能力 (

-. (几丁寡糖标准；/0( !"#$%#；/1(（!"#$)#）1；/+(（!"#$%#）+；

/2(（!"#$)#）2；/3(（!"#$%#）3；/4(（!"#$%#）4 ( /0 到 /4 列，几种

几丁寡糖经 $)*+% 的水解物 ( ’0 列，球磨几丁质上清液；’1
列，经 $)*+% 作用的球磨几丁质的上清液 (

图 ! 几丁寡糖（"）和球磨几丁质（#）水解产物的 $%&
图谱

’()*! $+(, -./01 2+134.53)1.6+/ 37 +/813-/9(9 6138:259
7134 2+(533-()39.22+.1(809（"） .,8 ;.--<4(--08
2+(5(,（#）*

= (> (= 0 $)*+% 对其它合成底物的水解 当以该酶

作 用 于 合 成 底 物 2,56.78"9:;6""<=6>8",$,%#6.8",
!,?,!"9#@A):<B<C6 （ -<*:) 公 司 产 品 ）、 2,
56.78"9:;6""<=6>8" ,!, ? , !"9#@A<C6（ -<*:) 公 司 产

品）、2,56.78"9:;6""<=6>8",!,?,!"9#@A<C6（-<*:) 公司产

品）、2,56.78"9:;6""<=6>8",!,?,!)")#.@A<C6（-<*:)公 司

产品）、2,56.78"9:;6""<=6>8",!,?,!)")#.@A<C6（-<*:) 公

司产品）、2,56.78"9:;6""<=6>8",!,?,D8"@A<C6（-<*:) 公

司产品）、2,56.78"9:;6""<=6>8",!,?,D8"@A<C6（-<*:) 公

司产品）和 2,56.78"9:;6""<=6>8",!,?,/6""@;<@E8>)B@A<C6
（-<*:) 公司产品）时，未检测到水解活性，说明该酶

对!,$,乙酰氨基葡萄糖苷键具有专一性 (

? 结 论

0）用经过 F/G 扩增的编码!,$,乙酰氨基葡萄

糖苷酶的基因 !"#+% 和质粒 EHI+JK 所构建的表达

质粒 E$%!+% 在 $ % &’() 503 中可以很好地表达该

酶 (
1）从载有 E$%!+% 质粒的 $ % &’() 503 中纯化

得到的 $)*+% 以 2,5L,!"#$%# 为底物时，最适作用

温度和最适作用 EM 分别为 3J N和 & ( J；在+J N以

下和 EM 4 O P 之间该酶活性稳定 (对 2,5L,!"#$%#、
2,5L,（!"#$%#）1、2,5L,（!"#$%#）+ 的 *: 值分别为

& (P，01 (J，03 ( J":@" Q R，+:)S分别为10 (T，0 ( 2&，J ( J1

":@" Q（:<B·:*）(
+）$)*+% 可以水解几丁寡糖和几丁质，作用方

式是从非还原端逐一水解!,0，2,?,$,乙酰氨基葡萄

糖苷键，产生 $,乙酰氨基葡萄糖，对几丁二糖具有

较高的活性 (

参考文献：

［ 0 ］IUU86>B<6 ?，V):)W)X< -，5@><:@.@ Y，,- "( ( ZC6B.<=<#).<@B )BC #7)>)#.6><W).<@B @= .(’/-0)1)23 4"0"42-0)5)&23 5,10，) #7<.<B@"8.<#，
:6A@E7<"<# )BC 78C>@*6B,E>@C9#<B* ;)#.6><9:［[］( @ #(392( #(30,)，1JJJ，TP：3P4 \ 4J0(

［ 1 ］IUU86>B<6 ?，5@><:@.@ Y，Y)><.) -，,- "( ( /@BU6>A<@B @= #7<.<B@9A ])A.6A .@ 78C>@*6B *)A ;8 .(’/-0)1)23 4"0"42-0)5)&23 5,10［[］( @
#(392( #(30,)，1JJ0，P0：++P \ +2+(

［ + ］’)AA"6> ’ R，V9 /，R66 V /，,- "( ( /7<.<B 9.<"<W).<@B ;8 :)><B6 ;)#.6><)：C6*>)C).<@B )BC #).);@"<A: @= #7<.<B @"<*@A)##7)><C6A ;8 +)67
0)’ 520!)//))［[］( @ #(3- &+04，0PP0，144：121&4 \ 121T4(

［ 2 ］-7)<X7 - %，?6A7E)BC6 5 ^( /7<.<B@"8.<# 6BW8:6A：.76<> #@B,.><;9.<@B .@ ;)A<# )BC )EE"<6C >6A6)>#7［[］( A31-8 @ B(213;(3- #(3502+<
,3-，0PP+，P：24T \ 2&3(

［ 3 ］-@.@,!<" G _，‘8AX<BC [ _( $，$P,?<)#6.8"#7<.@;<)A6 @= +)60)’ 8"09,:)［[］( @ #(3- &+04，0PTP，142：02&&T \ 02&T+(
［ 4 ］KA9a<;@ M，b9a<:@.@ Y，K)BB@ M，,- "( ( !6B6 A6c96B#6，E9><=<#).<@B )BC #7)>)#.6><W).<@B @= $,)#6.8",#,*"9#@A):<B<C)A6 =>@: ) :)><B6

;)#.6><9:，;(-,0’3’!"/ /4 % -.>)<B d,&［[］( C0,0，0PP2，024：000 \ 003(
［ & ］KA9a<;@ M，M).)B@ $，5<X):< K，,- "( ( % B@U6" ;6.),<,)#6.8"*"9#@A):<B<C)A6 =>@: =-0,4-’3:&,/ -8,03’9)’("&,2/ dF/,31J：*6B6

#"@B<B*，6SE>6AA<@B，)BC )AA<*B:6B. .@ =):<"8 + @= .76 *"8#@A8" 78C>@")A6A［[］( "66- D,E(13, B(213;(3-，0PPT，42：1P1J \ 1P12(
［ T ］KA9a<;@ M，M).)B@ $，5<X):< K，,- "( ( /"@B<B*，#7)>)#.6><W).<@B )BC 6SE>6AA<@B @=#,<,)#6.8"*"9#@A):<B<C)A6 *6B6 =>@: =-0,4-’3:&,/

-8,03’9)’("&,2/ dF/,31J［[］( #(32+(4 #(36+/9 "25.，0PPT，0213（1）：2+& \ 22J(

（下转第 31 页）

32第 + 期 李华钟等：.(’/-0)1)23 4"0"42-0)5)&23 5,10!,$,乙酰氨基葡萄糖苷酶的表达、纯化与性质

万方数据



!"#$%&’$%$()($*$%+",!"%-)-$&%.,&-/［0］1!"#$%&’(%)$*，2334，567：898:8951
［;］王春娜1<=>?法检测功能红曲中的洛伐他汀［0］1北京农学院学报，@666，24（@）：7;:421
［3］张小茜，周富荣，石济民1高效液相色谱法测血脂康胶囊及红曲中洛伐他汀的含量［0］1中国中药杂志，2335，@@（7）：

@@@:@@71
［26］张建国，刘文华1紫外分光光度法测定洛伐他汀胶囊含量［0］1中国生化药物杂志，2335，@6（8）：24@1
［22］宋洪涛，郭涛，宓鹤鸣，等1薄层扫描法测定血脂平胶囊中洛伐他汀的含量［0］1中草药，2335，@;（2@）：5@8:5@41
［2@］A-,&*"0BC，B)D’&,>B，<EFGHIG>，!"#$1J")K$.$’$-D&+’&#)K-)-$%)%)’DK$K.DL)(M"*(&’N!%KNL",(,$-$()’+’N$*

(/,&!)-&O,)L/DP$-/N’-,)#$&’"-*"-"(-$&%［0］1!+#’$&,-%&./*0’1，2333，@6：285:2781
［28］Q)-$’*"Q)%R&%$，Q)%N"’)H,’’$%$，A$’#$)C",O&!$，!"#$%=,&*N(-$&%)%*LN,$+$()-$&%&+K-)-$%K+,&!&’(!)*+$$,’"!))!,’K-,)$%K

［0］1,-%(.2#0%1%)34.2#0-56.7，233;，2@：4@3:48@1
［27］GM$,)S%*&1Q&%)(&’$%T，)%"P/DL&(/&’"K-",&’"!$()O"%--/)-KL"($+$()’’D$%/$.$-K8U<D*,&VD!"-/D’O’N-),D’(&"RD!"G

,"*N-)K"［0］1!*0(-8-%(-27，23;6，88：887:8851

（责任编辑：杨 勇）

（上接第74页）

［3］?/"%OW>$，<Q",*"MT1Q&’"(N’),(/),)(-",$R)-$&%&+-/"!U-U)("-D’O’N(&K)!$%$*)K"&+.’/0!)+/0+#/1$+)%*$-K,&’"$%("’’
P)’’,"(D(’$%O［0］1!,’2(.$-%1，@666，2;@：7;89:7;761

［26］?/$-’),NS，H&K"!)%A1Q&’"(N’),(’&%$%O)%*(/),)(-",$R)-$&%&+)%&#"’!U-U)("-D’UIUO’N(&K)!$%$*)K"+,&!2+3)+14,)5+’’++
［0］1!,-%1"#.&，2339，@52：88788:887831

［22］Q&,$!&-&T，T),$-)A，T$!N,)B，!"#$1A"XN"%($%O，"VL,"KK$&%，)%*-,)%K(,$L-$&%)%)’DK$K&+-/"6$1’")+7+,8
(#)#(,")+4+/,8/0+&O"%""%(&*$%O(/$-$%)K"?/$G［0］1*991:-2$%8-%1,-%(.2#0%1，2333，42：876:8751

［2@］Q&,$!&-&T，T),$-)A，T$!N,)B，!"#$1?’&%$%O，K"XN"%($%O，)%*"VL,"KK$&%&+-/"O"%""%(&*$%O6$1’")+7+,8
(#)#(,")+4+/,8/0+"+5#’!60+9)%*)%)’DK$K&+-/"+N%(-$&%K&+%&#"’()*/",$%U’$M"*&!)$%K)%*)(/$-$%U.$%*$%O*&!)$%［0］1!
,’2(.$-%1，2335，253：5869:58271

［28］Q&,$!&-&T，T),$-)A，T$!N,)B，!"#$1?/),)(-",$R)-$&%&+6$1’")+7+,8(#)#(,")+4+/,8?/$-$%)K"G+,&!)H"(&!.$%)%-
.’/0!)+/0+#/1$+［0］1!,-%72-,-%.0)，@662，3@：799:79;1

［27］>$<，Q&,$!&-&T，T)-)O$,$Y，!"#$1GY&#"’!U-UG("-D’O’N(&K)!$%$*)K"&+6$1’")+7+,8(#)#(,")+4+/,8 QU@2P$-/<$O/
G(-$#$-D&%?/$-&.$&K"［0］1*991:-2$%8-%1,-%(.2#0%1，@66@，96（7）：7@6:7@51

［24］QN,K/"*)TG，<)D)K/$<，T),$-)A，!"#$1Z!L&,-)%("&+-/"(),.&/D*,)-"U.$%*$%O!&*N’"&+6$1’")+7+,8’"!)/1)#)+,8
[D%26C-&VD’)%/D*,&’DK$K［0］1,-%72-,-%(.2#0%1,-%2#.&，@662，94：72:751

［29］E’.,$"%Q，?&’P"’’HH1G,)L$*-"K-(/$-$%)K")(-$#$-D-/)-NK"K7U!"-/D’N!."’’$+",D’UYU)("-D’U!UIUO’N(&K)!$%$*"［0］1*991
;0<-$%0:-2$%8-%1，23;5，48：252;:25@61

［25］C,)*+&,*QQ1G,)L$*)%*K"%K$-$#"!"-/&*+&,-/"XN)%-$-)-$&%&+L,&-"$%N-$’$R$%O-/"L,$%($L’"&+L,&-"$%U*D".$%*$%O［0］1
*0’1,-%2#.&，2359，5@：@7;:@471

［2;］>)"!!’$\T1?’")#)O"&+K-,N(-N,)’L,&-"$%K*N,$%O-/")KK"!.’D&+-/"/")*&+.)(-",$&L/)O"B7［0］1=’(6$.，2356，@@5：9;6
:9;41

（责任编辑：李春丽）

@4 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第@@卷

万方数据


