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摘　要：用合成生物学的方法构建模块，使大肠杆菌遗传背景发生改变，生产红豆杉次生代谢

产物紫杉醇前体物质———４（５），１１（１２）紫杉二烯（Ｔａｘａｄｉｅｎｅ）。首先，用基因工程操作手段构建

ＭＥＰ２（２ＣＭｅｔｈｙｌＤＥｒｙｔｈｒｉｔｏｌ４Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，２Ｃ甲基Ｄ赤藓糖醇４磷酸途径）模块，这个模块

包括４个基因：ｉｓｐＣ、ｉｓｐＥ、ｉｓｐＨ和ｉｓｐＧ，４个基因的表达产物属于大肠杆菌固有途径中的几个酶蛋

白；模块构建好后，通过电穿孔的方式把 ＭＥＰ２转化到已含有上游ＭＥＰ１模块和下游ＴＧ模块的大

肠杆菌中，改变大肠杆菌固有的遗传信息。再用异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导所转入基因的表

达，最后用气相色谱质谱（ＧＣＭＳ）方法检测表达情况。成功构建 ＭＥＰ２模块；通过与 ＭＥＰ１模块

和ＴＧ模块的组合实验，ＭＥＰ２模块能加强菌株表达紫杉二烯。结果表明，微生物大肠杆菌可以通

过基因工程改造手段来生产植物天然药物紫杉醇前体物质４（５），１１（１２）紫杉二烯以及其他中间体。
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　　自从紫杉醇（ｔａｘｏｌ，商品名Ｐａｃｌｉｔａｘｅ１）被发现有抗癌作用以来
［１］，人们对它的各个方面均展开了研究，

但紫杉醇的生产量成了医药应用上的一大瓶颈。目前，获得紫杉醇的方式仍然主要是直接从红豆杉树皮或

叶子中获取而来。但红豆杉生长非常缓慢，而且其紫杉醇含量很低，即使是采用现在紫杉醇含量最高的曼地

亚红豆杉品种，含量也才最多万分之六、七。所以要得到一针剂量的紫杉醇，就需要大量的红豆杉树皮或者

针叶，这对红豆杉资源和生态环境都提出了挑战。除了直接从植物中提取出微量紫杉醇外，目前生产紫杉醇

主要还有几种方法：１）化学全合成；２）化学半合成，用植物代谢中间产物巴卡亭ＩＩＩ（ｂａｃｃａｔｉｎＩＩＩ）来合成紫杉

醇；３）通过培养红豆杉细胞的方法生产紫杉醇；４）通过微生物发酵生产
［２］。化学半合成的方法虽然可以应

用，但必须从中间产物巴卡亭ＩＩＩ这一步开始，其它几种方法都还处于实验阶段。因紫杉醇化学结构复杂，虽

然现在可以用化学全合成的方法来合成，但产量太低，而且要用到剧毒原料；而培养植物红豆杉细胞也会面

临老化的问题；从自然界中分离能产紫杉醇的真菌培养，又出现不稳定及产量太低的问题［３５］。

紫杉醇的自然合成过程非常复杂，经过多年研究，现在大部分过程都逐渐得到阐明，一些关键的酶基因

被鉴定出并已得到克隆和表达［６１０］。紫杉醇在植物化学分类中属于多贴类化合物，其第一步成环反应和紫杉

二烯合成酶的ＤＮＡ序列早在１９９５年就被Ｈｅｚａｒｉ等相继确定
［１１１４］。特别是美国华盛顿州立大学的Ｃｒｏｔｅａｕ

教授实验组对紫杉醇通路做了大量系统的研究，逐步解析了紫杉醇合成的生物学过程［１５］。在植物红豆杉

中，以?牛儿焦磷酸（ＧＧＰＰ）为合成前体物质，至少需要经过２０多步的酶促生物化学反应，才能得到紫杉

醇。随着合成生物学和生物发酵工程的发展，人们认识到对微生物的改造来发酵生产药物或者中间体，

既安全又环保。２００５年，加州大学伯克利分校的Ｊ．Ｋｅａｓｌｉｎｇ实验室开始改造酵母天然的甲羟戊酸途径

（Ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ，ＭＶＡ），使 ＭＶＡ途径被用来大量产生中间体法尼焦磷酸盐（ＦＰＰ），而法尼焦磷酸盐接下来

可被青蒿基因在酵母中表达的甜苦艾酶催化产生青蒿酸，而正常情况下该途径是通过糖类代谢产生的乙

酰辅酶Ａ来合成甾醇，这一成果发表在２００６年的Ｎａｔｕｒｅ杂志上
［１６］。利用酵母菌对其改造后生产青蒿素

的成功，对人们是一个很大的鼓舞。人们也在尝试生产其它中间体［１７２０］。麻省理工学院的Ｓｔｅｐｈａｎｏｐｏｕｌｏｓ

教授实验组展开了相关的研究，并于２０１０年在Ｓｃｉｅｎｃｅ上发表了其最新研究结果
［２１］。

紫杉醇作为一种对卵巢癌、乳腺癌、子宫癌、肺癌、食道癌、前列腺癌以及直肠癌等多种癌症都非常有效

的天然药物，它有着独特的作用机制：主要作用于癌细胞中的微管蛋白，使微管蛋白复合物结构稳定，而不能

得到解聚，从而使癌细胞的有丝分裂异常或停止，最终导致肿瘤细胞的死亡，达到有效地治疗效果［２２２６］。

大肠杆菌作为一种被常规研究的微生物，人们对其遗传背景及生长规律都了解很清楚。其实，在大肠杆

菌其本身也包含有紫杉醇生物合成的上游途径，虽然和真核生物不一样，但仍然有合成前体物质异戊烯焦磷

酸 （ＩＰＰ）和二甲基烯丙基焦磷酸（ＤＭＡＰＰ）的能力，称之为 ＭＥＰ途径，此途径也是大肠杆菌正常生长所需

要的，只是表达水平比较低而已。因此，理论上可以根据需要对大肠杆菌进行改造，改变其基因表达的强弱，

使它可以适合萜类的合成［２１，２７２９］。文中主要集中对上游途径的 ＭＥＰ２模块进行构造，然后与 ＭＥＰ１模块和

下游模块一起互相调节，使菌株既能正常生长，又能稳定表达紫杉醇中间体４（５），１１（１２）紫杉二烯。

１　实验材料

１．１　细胞株

大肠杆菌菌株ＥＤＥ３Ｃｈ１ＴｒｃＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ（实验室保存）、ＥＤＥ３Ｃｈ１Ｔ５ＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ（实验室保存）、

ＥＤＥ３Ｃｈ１Ｔ７ＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ（实验室保存）、ＤＨ５ａ大肠杆菌感受态细胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。

１．２　质粒

ｐｃｌ２００９ｉｓｐＣ，ｐｃｌ２００９ｉｓｐＨ，ｐｃｌ２００９ｉｓｐＥ，ｐｃｌ２００９ｉｓｐＧ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ｐＡＣＹＣＤｕｅｔＴＸＳＧＧＰＰ

ｋｍＦＲＰ（实验室保存）。

１．３　所用试剂

限制性内切酶：Ｎｄｅ１（ＮＥＢ）；Ｘｈｏ１（ＮＥＢ）；Ａｓｅ１；Ｎａｅ１（ＮＥＢ）；Ｐｓｔ１（ＮＥＢ）；Ｓｃａ１（ＮＥＢ）；Ａｐａ（ＮＥＢ）；
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ＸｂａＩ（ＮＥＢ）；ＮｏｔⅠ（ＮＥＢ）；ＨｉｎｄⅢ（ＮＥＢ）；ＳａｌⅠ（ＮＥＢ）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶（ＮＥＢ）；去磷酸化酶（ＮＥＢ）；质粒提

取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ）；快速ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；普通ＰＣＲ

试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；高保真ＰＣＲ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＤＮＡＭａｋｅｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＰＣＲ产物回收试

剂盒（Ｑｉａｇｅｎ）；Ｇｌｙｃｅｒｏｌ（Ｓｉｇａｍａ公司）。其它分子生物学试剂及各种限制性内切酶也从ＮＥＢ公司购买。

２　实验方法

２．１　创建　犕犈犘２模块

１）根据所要操作的基因序列设计好带酶切位点的引物，如图１所示。

图１　犕犈犘２模块４种基因引物

犉犻犵．１　犉狅狌狉犵犲狀犲狆狉犻犿犲狉狊狅犳犕犈犘２犿狅犱狌犾犲

２）把基因ｉｓｐＨ连接入质粒ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣ中。

首先，以质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＨ作为模板，用ＰＣＲ方法高保真扩增基因ｉｓｐＨ，继而在３７℃的温箱中用Ｘｈｏ１

与Ｐｓｔ１两种限制性内切酶分别充分双酶切质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＣ和ｉｓｐＨＰＣＲ产物，为了使酶切彻底，切４ｈ。然

后把质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＣ酶切产物去磷酸化处理。用试剂盒分别纯化ＤＮＡ酶切产物。１６℃水浴连接过夜后，

转化ＤＨ５ａ感受态细胞。经过抗生素筛选，挑取阳性克隆菌，提取质粒，进行酶切、测序分析。最后得到连接

成功的ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨ质粒。

３）把基因ｉｓｐＥ连接入质粒ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨ中。

以质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＥ作为模板，ＰＣＲ高保真扩增ｉｓｐＥ基因，在３７℃的温箱中用Ｐｓｔ１与Ｘｂａ１分别充分

双酶切所构建质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨ和ｉｓｐＥＰＣＲ产物４ｈ。把质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨ酶切产物去磷酸化。再分别

用试剂盒纯化ＤＮＡ酶切产物。１６℃水浴连接过夜，转化ＤＨ５ａ感受态细胞。经过抗生素筛选，挑取阳性克

隆菌，提取质粒，进行酶切、测序分析。最后得到连接成功的ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥ质粒。

４）把基因ｉｓｐＧ连接入质粒ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥＧ中。

用基因质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＧ作为模板，ＰＣＲ高保真扩增ｉｓｐＧ基因，在３７℃的温箱中用Ｘｂａ１与Ｓａｌ１充分

双酶切ｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥ和ｉｓｐＧＰＣＲ产物４ｈ。把质粒ｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥ酶切产物去磷酸化。再分别用试剂

盒纯化ＤＮＡ酶切产物。１６℃连接过夜，转化ＤＨ５ａ感受态细胞。经过抗生素筛选，挑取阳性克隆菌，提取

质粒，进行酶切、测序分析。最后得到连接成功的ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥＧ质粒。

５）把抗生素Ｋｍ（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ）基因连接入质粒ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥＧ中。

用高保真ＰＣＲ试剂盒和带有Ｓｃａ１和Ｘｈｏ１酶切位点的引物，从ｐＡＣＹＣＤｕｅｔＴＸＳＧＧＰＰｋｍＦＲＰ质粒

上扩增ＦＲＰＫｍｇｅｎｅＦＲＰ基因盒；然后在３７℃的温箱中用Ｘｈｏ１酶和Ｓｃａ１酶下双酶切ＰＣＲ产物至少

４ｈ，产物用 ＤＮＡ 纯化试剂盒纯化；再用 Ｓａｌ１酶和 Ｎａｅ１酶 在３７ ℃条件下双酶切新得到的质粒

ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥＧ４ｈ；待双酶切完全后后，加入去磷酸化酶及缓冲液（Ｂｕｆｆｅｒ）在３７℃培养箱中去磷酸化反
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应１ｈ；继而跑ＤＮＡ胶后，切割小质粒条带，酶切完后的线性质粒用纯化试剂盒纯化；最后把双酶切下的

ＦＲＴＫｍＦＲＴ基因盒与酶切后的线性质粒质粒ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥＧ连接：加入连接酶１μＬ，相应ｂｕｆｆｅｒ

２μＬ，总反应体积为２０μＬ，在１６℃水浴锅中连接过夜；取２μＬ过夜连接产物转化进入５０μＬＤＨ５ａ细胞；

然后铺卡那霉素板筛选，挑取培养皿板上的阳性克隆提取质粒进行ＰＣＲ、特异酶切以及精确测序进行分析进

而得到确认。最后得到ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥＧＫｍ质粒。

２．２　把得到的质粒模块犻狆犮犾２００９犻狊狆犆犎犈犌犓犿转入到含有 犕犈犘１模块和下游模块的菌种中

首先用氯化钙的方法分别制作菌株感受态细胞：ＥＤＥ３Ｃｈ１ＴｒｃＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ１、ＥＤＥ３Ｃｈ１Ｔ５ＭＥＰ１

Ｔ７ＴＧ１、ＥＤＥ３Ｃｈ１Ｔ７ＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ１，然后按操作规程将质粒ｉｐｃｌ２００９ｉｓｐＣＨＥＧＫｍ分别转进３个菌株中：

分别向３种菌株中加入质粒ＤＮＡ溶液（２００ｎｇ左右），摇匀，放置冰上１０ｍｉｎ。４２℃水浴中热击４５ｓ，迅速

置于冰上冷却２ｍｉｎ。再加入２５０μＬＬＢ培养基，混匀后３７℃振荡培养１ｈ。将上述菌液摇匀后取１５０μＬ

涂布于抗生素筛选平板上，向上放置０．５ｈ，菌液完全干后倒置培养皿，３７℃培养，直到克隆长出。

２．３　用犐犘犜犌诱导改造菌小发酵生产４（５），１１（１２）紫杉二烯

同样，每种质粒挑取５个克隆来检测：先用灭菌牙签挑取少许克隆接种到３ｍＬ含１％葡萄糖ＬＢ溶液

中，３０℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ生长过夜；当生长到ＯＤ６００值超过到２ＯＤ时，鲜配发酵培养基（Ｔａｘａｄｉｅｎｅ培养基，

加入适当抗生素，并加入ＩＰＴＧ，使其终浓度到０．１Ｍ，搅拌器上充分混合）；分别加入５０μＬ菌液到２ｍＬ发

酵培养基的玻璃试管中，旋紧塑料瓶塞，插入小针管透气；放到３０℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ转速连续培养６ｄ。

２．４　气相色谱质谱联用（犌犆犕犛）测４（５），１１（１２）紫杉二烯浓度

当菌株生长到第６ｄ时，从各个玻璃管中取出５００μＬ菌液，测定其ＯＤ６００值，计算其生长情况。接着用

管内另外的１．５ｍＬ菌液来提取紫杉二烯：向管中加入正己烷１ｍＬ，盖紧；振荡器上大力度震荡３０ｍｉｎ；

２０００ｒ／ｍｉｎ转速离心２０ｍｉｎ；小心取２００μＬ上清液到ＧＣＭＳ管中待测Ｔａｘａｄｉｅｎｅ浓度，同时用正己烷作为

空白对照和洗涤用，设定好方法，运行程序进行检测。

３　实验结果

３．１　成功创建另一上游模块，并成功添加犓犿选择基因：犕犈犘２犻狊狆犆犎犈犌犓犿

因大肠杆菌 ＭＥＰ上游途径除了ｄｘｓ、ｉｓｐＤ、ｉｄｉ、ｉｓｐＦ４种关键酶基因外，还有ｉｓｐＣ、ｉｓｐＥ、ｉｓｐＨ、ｉｓｐＧ４种

酶基因。虽然大肠杆菌已有这４种基因本底水平的表达以供自己正常生长需要，但为了增加前体物质ＩＰＰ

和ＤＭＡＰＰ的供应量，需要让上游每个步骤的前体物质充分表达。为了成功构建 ＭＥＰ２ｉｓｐＣＨＥＧＫｍ模

块，采用逐步连接法，从基因ｉｓｐｃ开始，先连接ｉｓｐＨ，然后再连接ｉｓｐＥ，继而连接ｉｓｐＧ，最后接上Ｋｍ基因以

供转化后抗性筛选。克隆过程如图２所示，构建成功的模块质粒图如图３所示。

图２　犕犈犘２模块逐渐克隆过程

犉犻犵．２　狋犺犲犮犾狅狀犲狆狉狅犮犲狊狊狅犳犕犈犘２犿狅犱狌犾犲
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图３　成功克隆的 犕犈犘２模块质粒图谱

犉犻犵．３　狋犺犲狆犾犪狊犿犻犱犿犪狆狅犳犕犈犘２

３．２　把 犕犈犘２模块成功转入含 犕犈犘１和犜犌模块的菌株中

因实验室在前期把上游ＭＥＰ１模块和下游ＴＧ模块整合进入ＥＤＥ３菌株，已经得到３个稳定表达的菌

株：ＥＤＥ３Ｃｈ１ＴｒｃＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ１、ＥＤＥ３Ｃｈ１Ｔ５ＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ１、ＥＤＥ３Ｃｈ１Ｔ７ＭＥＰ１Ｔ７ＴＧ１，微发酵后，产

生紫杉二烯的最高浓度为３０ｍｇ／Ｌ。考虑到大肠杆菌染色体的容量，先不把 ＭＥＰ２模块整合进入大肠杆

菌染色体，而是以质粒的方式转入到上述３种菌株中。成功得到新的３种菌株，组成示意图如图４所示。

图４　构建含上下游３个模块的菌株示意图

犉犻犵．４　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅犳狊狋狉犪犻狀犻狀犮犾狌犱犻狀犵３犿狅犱狌犾犲狊狅犳狌狆狊狋狉犲犪犿犪狀犱犱狅狑狀狊狋狉犲犪犿

３．３　犕犈犘２以质粒的方式在大肠杆菌中可稍稍提高产紫杉二烯的量

当大肠杆菌只含有上游 ＭＥＰ１模块和下游模块ＴＧ时，菌株已能发酵产生紫杉二烯了，大肠杆菌本身含

有模块 ＭＥＰ２中的所有基因，只是表达量比较低。所以，就再人为地增加这些基因的表达量，把 ＭＥＰ２以质

粒的方式转入ＥＤＥ菌株中。结果显示转入的 ＭＥＰ２能帮助增加紫杉二烯的合成量，通过微发酵后使产生的

紫杉二烯的最高浓度达到最高４０ｍｇ／Ｌ，如图５所示。
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图５　含 犕犈犘１、犕犈犘２、犜犌３个模块菌株生产紫杉二烯

犉犻犵．５　犜犺犲狋犪狓犪犱犻犲狀犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犻狀狋犺犲狊狋狉犪犻狀犻狀犮犾狌犱犻狀犵犕犈犘１，犕犈犘２犪狀犱犜犌犿狅犱狌犾犲狊

４　讨　论

随着紫杉醇医疗需求量的增加，现有植物资源已不能满足需求。目前，紫杉醇依然主要从红豆杉植物直

接提取，资源消耗太大。红豆杉属于生长慢的树种，所以科学家们都在寻求从其它途径生产紫杉醇的可能

性。自从可以用酵母菌来发酵生产青蒿素以来，似乎已经看到了可以用微生物发酵生产紫杉醇的前景［３０］。

紫杉醇与青蒿素一样都属于贴类化合物，青蒿素属于倍半萜类，结构和生物合成途径更简单。而紫杉醇属于

二萜类化合物，生物合成途径复杂得多。但紫杉醇和青蒿素的生物合成有共同的上游部分，都是以ＧＧＰＰ为

反应底物。理论上，用改造了的微生物来发酵生产紫杉醇是可以的。因为其复杂结构及合成的复杂过程，各

大实验室都还处于探索阶段，没有实质性的突破。

目前，用微生物改造来生产紫杉醇及前体物质的实验室基本上都是采取这种上下游策略［２，１９２０］：改变微

生物原有的上游途径；改变微生物的下游途径；降低其它的需消耗ＩＰＰ和ＤＭＡＰＰ的旁路途径。思路虽然简

单，但是要想在微生物正常发酵生长的前提下改变这么多通路，确实也是一个挑战。通过研究发现，并不是

上游表达强度越强越好，但是上游某些酶基因表达弱了肯定影响下游表达。就要找这个平衡点，既不要表达

过少，也不要过多。所以，就只有通过不同的启动子和表达量的多少来控制最终表达量，找到各方面都比较

平衡的状态。

实验的创新之处在于把大家容易忽视的另外几个基因ｉｓｐＣ、ｉｓｐＥ、ｉｓｐＨ和ｉｓｐＧ４整合成一个操纵子模块

转入到大肠杆菌中加强上游表达水平。ｉｓｐＣ、ｉｓｐＥ、ｉｓｐＨ和ｉｓｐＧ４虽然不是 ＭＥＰ通路的限速酶基因，但他们

表达量的多少也可能对下游途径造成影响。如果表达量很低的话，有可能会减少下游产量，如果能增加其表

达量，或许可以增加下游的表达量。但大肠杆菌作为一种简单生长菌，不能同时容纳太多质粒生长，所以，实

验把ｉｓｐＣ、ｉｓｐＥ、ｉｓｐＨ 和ｉｓｐＧ４这４个基因以串联的方式控制在同一个启动子下表达，以期增加ＩＰＰ和

ＤＭＡＰＰ供应量，进而提高紫衫二烯表达水平。实验结果虽然不是很明显，但也初步证明了设想，当把上游

ＭＥＰ２转入进菌株后，紫杉二烯的表达量有所提高。至于为什么没有大幅度提高，可能是因为还没有找到其

最佳平衡点。这也是今后研究中会进一步加强的地方。在下一步研究中，把 ＭＥＰ２模板的启动子换成表达

强度更强的启动子，同时增加下游外来途径的表达量水平，从多方面来改造大肠杆菌以加强紫衫二烯的表达

量，从而使大肠杆菌为人类医药发展服务。
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ａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｃａｔｉｎＩＩＩｂｙｉｎｖｉｖｏａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｉｎＥ．ｃｏｌｉ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００６，１３（３）：３０９３１７．

［３０］ＷｅｓｔｆａｌｌＰＪ，ＰｉｔｅｒａＤＪ，ＬｅｎｉｈａｎＪＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｍｏｒｐｈａｄｉｅｎｅｉｎｙｅａｓｔ，ａｎｄｉｔｓｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｔｏｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｃ

ａｃｉｄ，ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｔｏｔｈｅａｎｔｉｍａｌａｒｉａｌａｇｅｎｔａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，１０９（３）：

１１１１１８．
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