
　　基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１１７１６５７）

作者单位：１５０００１　哈尔滨医科大学附属第四医院检验科

通讯作者：姜晓峰，教授，主任医师，博士生导师，电子信箱：ｊｉａｎｇｘｉａｏｆｅｎｇ１２３５９＠１６３．ｃｏｍ

哮喘患者血清中循环 ｌｎｃＲＮＡ差异性表达的初步筛查
李博文　高　卓　梁红艳　姜晓峰

摘　要　目的　对哮喘患者血清中差异性表达的 ｌｎｃＲＮＡ进行初步筛选，找到可以对哮喘诊断提供临床意义的潜在新型分

子标志物。方法　收集哮喘患者血清 ５０例，健康体检者血清 ３２例，选择 １７种循环 ｌｎｃＲＮＡ，包括 ＨＵＬＣ、ＰＲＮＣＲ１、ＴＵＳＣ７、ＰＣ

ＧＥＭ１、ＰＣＡ３、ＴＵＣ３３８、ＭＥＧ３、ＵＣＡ１、ＰＴＥＮＰ１、ＳＮＨＧ１６、ＭＡＬＡＴ１、ＴＨＲＩＬ、ＮＡＥＴ１、ｌｎｃ－ＩＬ７Ｒ、ＧＡＳ５、ＭＩＲ１５５ＨＧ、ＴＵＧ１。利用实时

荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）技术检测 ｌｎｃＲＮＡ在血清中的差异性表达。结果　对 １７种 ｌｎｃＲＮＡ进行筛查表明，ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１

在哮喘患者血清中表达水平显著低于体检者血清（Ｐ＜０．０１）。另外，ＧＡＰＤＨ作为内参，在筛选 ｌｎｃＲＮＡ的过程中表达稳定，其不

受样本年龄、性别、发病情况的影响。结论　ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１在哮喘患者血清中显著低表达，可能成为临床诊断哮喘潜在的新

型分子标志物。ＧＡＰＤＨ可以作为本实验的循环 ｌｎｃＲＮＡ筛选的内参。

关键词　哮喘　循环长链非编码 ＲＮＡ　差异性表达　分子标志物
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ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１ｉｎｓｅｒｕｍｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓｍａｙｂｅａｎｏｖｅｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆａｓｔｈｍａ．ＧＡＰＤＨｃａｎ

ｂｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｌｎｃＲＮＡｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ａｓｔｈｍａ；Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ

　　支气管哮喘（ｂｒｏｎｃｈｉａｌａｓｔｈｍａ，以下简称哮喘），
是由多种细胞（如 Ｔ淋巴细胞）和细胞组分（如白细
胞介素）参与的气道慢性炎症性疾病。具有气道高

反应性，可逆性气流受限等特点。近年来哮喘患病

率呈逐年增高的趋势，严重影响患者的生活质量。

长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ）是长度在
２００个核苷酸以上的非编码 ＲＮＡ。尽管绝大多数的
ｌｎｃＲＮＡ序列缺少编码功能，但某些 ｌｎｃＲＮＡ可以编
码少量核苷酸

［１］
。ｌｎｃＲＮＡ作为癌症的早期筛选标

志物，从经济效益、社会效益、家庭效益等方面都有

非常有意义和有前景。现在人们普遍认为 ｌｎｃＲＮＡ

可以作为癌症的早期筛选标志物，因为其在经济、

社会及家庭等多方面的有重要意义。多数的实验

是通过对肿瘤组织中 ｌｎｃＲＮＡ表达的差异性进行证
明。对于哮喘这样不使用病理检验进行诊断的疾

病，提供一种在体液中即可进行早期筛选的分子标

志物将对哮喘疾病的诊断提供重要意义。而血液、

尿液等体液样本中的 ｌｎｃＲＮＡ，表达稳定且具有组织
特异性，使其成为疾病早期诊断和预后监测最适合

的分子标志物。

一直以来，人们认为哮喘的发生主要与 ＴＨ２细
胞分泌的细胞因子有关，如 ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＩＬ－５
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等
［２］
。另有报道称 ＩＬ－３３也通过与 ＴＨ２细胞的作

用参与哮喘的发病
［３］
。哮喘发病与 ｌｎｃＲＮＡ的相关

性目前还尚未有任何报道。本实验首次对哮喘患者

血清进行初步筛查，找到有差异性表达的循环 ｌｎ
ｃＲＮＡ，为临床诊断哮喘提供潜在的分子标志物。

对象与方法

１．对象：选择２０１４年 １～１２月在哈尔滨医科大
学附属第四医院呼吸科住院的哮喘患者为研究对象。

哮喘患者入选标准符合文献标准
［４］
。本实验共选择

实验对象８２例，包括：（１）哮喘急性发作期组：患者
３５例，其中男性 １８例，女性 １７例，患者年龄 １～８３
岁。入院后均给予糖皮质激素、支气管扩张剂解痉、

平喘治疗。其中，有肺部相关疾病病史１２例，无相关
病史３８例。（２）缓解组：患者 １５例，其中男性 ８例，
女性７例，患者年龄 ３～７０岁，近 １个月没有哮喘急
性发作。（３）正常体检组：３２例患者，其中男性 １４
例，女性１８例，患者年龄 ２１～７３岁。无变态反应性
疾病史，近２个月未患过感染性疾病。

２．仪器和试剂：Ｔｉｚｏｌ购自天根生化科技公司，引
物购自上海生工生物公司，ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂购自
大连宝生物工程公司，罗氏实时荧光定量 ＰＣＲ仪
Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０（Ｓｏｆｔｗａｒｅ１．５）。

３．方法：（１）血标本收集：采集实验对象静脉血
４ｍｌ，于无抗凝剂的标本采集管中。在室温（２０～
２５℃）放置 ６０ｍｉｎ后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ后，分离
血清１ｍｌ至ＥＰ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，留取
上清８００μｌ于 －８０℃冰箱冻存。（２）提取 ＲＮＡ：利用
Ｔｒｉｚｏｌ试剂快速提取法，提取哮喘患者和体检者血清
中 ＲＮＡ。经 ＤＮＡ酶处理后，反转录为 ｃＤＮＡ，合成的
ｃＤＮＡ存于 －２０℃ 冰箱备用。（３）ＲＴ－ｑＰＣＲ反应条
件：９５℃ ３０ｓ预变性，９５℃ ５ｓ，６３℃ ３０ｓ，９５℃ １０ｓ４０
个循环。９６孔板进行样本筛选，每个样本进行 ３次重
复实验。１７种 ｌｎｃＲＮＡ以及 ＧＡＰＤＨ引物序列见表１。

４．统计学方法：使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进
行数据分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
哮喘组和体检组组间差异性通过 ｔ检验比较，敏感度
和特异性分析使用 ＲＯＣ曲线分析，以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

结　　果
１．内参 ＧＡＰＤＨ稳定性分析：在比较不同年龄、

不同性别和不同发病期 ＧＡＰＤＨ表达情况时发现：
ＧＡＰＤＨ不随上述情况的变化而变化，各组间差异无
统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５），表明ＧＡＰＤＨ可以在本

表 １　ｌｎｃＲＮＡ以及 ＧＡＰＤＨ引物序列

目的基因 引物序列（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ 上游 ＡＴＴＴＧＧＣＴＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧ

下游 ＴＧＧＴＴＧＡＧＣＡＣＡＧＧＧＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧ
ＰＣＧＥＭ１ 上游 ＡＣＣＴＴＴＴＴＧＣＣＣＴＡＴＧＣＣＧＴ

下游 ＡＣＧＴＴＧＡＧＴＣＣＣＡＧＴＧＣＡＴＣ
ＨＵＬＣ 上游 ＡＣＴＣＴＧＡＡＧＴＡＡＡＧＧＣＣＧＧＡＡＴ

下游 ＴＴＧＣＣＡＧＧＡＡＡＣＴＴＣＴＴＧＣＴＴ
ＭＩＲ１５５ＨＧ 上游 ＴＧＧＡＡＣＡＡＡＴＴＧＣＴＧＣＣＧＴＧ

下游 ＡＧＧＴＴＧＡＡＣＡＴＣＣＣＡＧＴＧＡＣＣ
ＰＲＮＣＲ１ 上游 ＴＧＧＡＣＴＧＣＣＣＡＴＣＴＣＣＴＧＡＴ

下游 ＴＣＴＧＡＡＧＴＴＧＴＴＧＣＧＧＴＣＡＧＴ
ＴＵＳＣ７ 上游 ＣＡＧＣＡＧＣＣＴＧＧＡＣＡＧＣＴＡＡＴ

下游 ＡＣＡＴＡＡＧＧＣＧＡＡＣＡＣＴＧＧＣＡ
ＵＣＡ１ 上游 ＣＴＴＣＴＣＣＡＴＴＣＡＧＡＣＣＧＣＣＡ

下游 ＡＣＡＡＧＧＴＧＣＣＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡ
ＰＣＡ３ 上游 ＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＡＧＡＴＡＡＣＣＡ

下游 ＡＴＧＴＴＧＧＧＣＣＣＡＧＡＡＧＧＡＡＣ
ＴＵＣ３３８ 上游 ＴＡＧＣＣＣＡＡＴＴＧＴＧＣＡＧＴＧＴＧＡ

下游 ＣＴＣＡＧＡＣＡＣＡＡＴＴＴＧＡＡＡＣＧＡＧＣ
ＭＥＧ３ 上游 ＣＣＡＴＣＡＣＣＴＧＧＡＴＧＣＣＴＡＣＧ

下游 ＣＣＴＧＴＣＣＣＧＴＧＧＧＡＡＴＡＧＧＴ
ＰＴＥＮＰ１ 上游 ＴＧＣＡＴＴＣＴＴＧＣＡＴＧＴＡＴＴＴＧＧＧＴ

下游 ＡＧＣＡＧＣＣＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＡＴＧＴ
ＳＮＨＧ１６ 上游 ＡＡＴＧＴＧＡＧＴＴＡＧＣＴＣＣＣＡＧＣＧ

下游 ＣＡＡＴＣＣＴＴＧＣＡＧＴＣＣＣＡＴＣＧ
ＴＨＲＩＬ 上游 ＣＴＣＣＡＧＧＡＧＡＧＴＴＴＧＧＧＴＣＣ

下游 ＡＧＡＴＡＡＣＣＣＣＴＧＣＣＡＧＡＣＣＴ
ＭＡＴＡＴ１ 上游 ＡＧＣＡＧＡＣＡＣＡＣＧＴＡＴＧＣＧＡＡ

下游 ＧＴＧＧＴＴＣＣＣＡＡＴＣＣＣＣＡＣＡＴ
ＧＡＳ５ 上游 ＴＧＣＡＧＴＧＴＧＧＣＴＣＴＧＧＡＴＡＧ

下游 ＡＴＧＧＣＴＴＧＡＧＴＴＡＧＧＣＴＴＧＣＴ
ＴＵＧ１ 上游 ＣＣＣＧＡＡＡＧＡＧＣＴＴＧＴＣＡＣＧＡ

下游 ＧＧＴＧＧＴＡＧＴＧＣＴＴＧＣＴＣＡＧＴ
ＮＡＥＴ１ 上游 ＡＧＴＴＡＡＧＧＣＧＣＣＡＴＣＣＴＣＡＣ

下游 ＡＧＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＴＧＧＡＡＡＡＴ
ｌｎｃ－ＩＬ７Ｒ 上游 ＡＴＣＧＧＧＡＡＧＧＡＧＣＣＡＡＴＧＡＣ

下游 ＣＧＡＴＡＧＧＣＴＴＡＡＴＣＣＧＴＣＣＡＴ

实验中作为血清中循环 ｌｎｃＲＮＡ检测的稳定内参
（表２）。

表 ２　内参 ＧＡＰＤＨ稳定性比较分析 （ｘ±ｓ）

类别 ｎ ＣＴ值 Ｐ

年龄（岁）

　 ＜５０ ４７ ２２．３６±２．４８ ０．１７０

　≥５０ ３５ ２１．６±２．３５

性别

　男性 ４０ ２１．５６±２．３９ ０．９９０

　女性 ４２ ２１．５８±２．５４

发病情况

　急性发作期 ３５ ２１．８３±２．３１ ０．６００

　缓解期 １５ ２２．９９±４．１０

　　２．ＲＯＣ曲线分析：ｌｎｃＰＣＧＥＭ１可以在哮喘血清

·２３·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｒ２０１６，Ｖｏｌ．４５Ｎｏ．３　　



和体检血清中区分出来。ｌｎｃＰＣＧＥＭ１的 ＲＯＣ曲线
下面 积 （ＡＵＣ）为 ０．９５２５（９５％ ＣＩ：０．９０７５～
０．９９７７），最佳截点是０．０２２９７，在截点处的敏感度为
９８．００％，特异性９６．８８％（图１）。

图 １　ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１ＲＯＣ曲线
　

　　３．对哮喘组和体检组血清中 ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１表
达差异性：图 ２Ａ结果表明，ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１在哮喘
组血清中表达明显低于体检组（Ｐ＝０００１）。图 ２Ｂ
和图２Ｃ结果表明，ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１在哮喘急性发作
组和缓解组血清中均较体检组呈显著低表达（Ｐ＝
０．００１）。

讨　　论
哮喘是威胁公共健康的最常见的慢性肺部疾病。

哮喘的病因复杂，病理机制未完全阐明，现普遍认为

哮喘是由一些环境因素和遗传因素相互作用而形成

的多基因遗传病
［４，５］
。ｌｎｃＲＮＡ在胚胎细胞的发育增

殖过程中有多种作用
［６～９］

。ｌｎｃＲＮＡ可以调节分子信
号，作为分子诱饵，调节特殊位点的基因表达，也可以

连结蛋白或分子。研究表明ｌｎｃＲＮＡ在免疫应答中

图 ２　血清中 ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１表达情况
　

也有重要作用
［１０］
。据文献报道 ｌｎｃＲＮＡ参与炎性介

质的调节或细胞因子的表达
［１１］
。实验选择的 １７种

ｌｎｃＲＮＡ在炎性作用或免疫应答方面都有相关的文献
记载。循环 ｌｎｃＲＮＡ研究是目前的一个研究热点，使
用 ＲＴ－ｑＰＣＲ进行实验过程中，内参的选择十分重
要，但国际上没有统一的定论。在本研究选择 ＧＡＰ
ＤＨ作为内参，并对其稳定性进行了分析，结果可靠。

目前，没有文献报道 ｌｎｃＲＮＡ与哮喘之间的关
系，本实验首次对二者之间的关系进行了研究。在数

百种 ｌｎｃＲＮＡ中选择了可能与哮喘发病相关的 １７种
ｌｎｃＲＮＡ进行小样本量的筛查。比中如与非小细胞肺
癌存在潜在相关性的 ＧＡＳ５，与免疫应答相关的 Ｌｎｃ
－ＩＬ７Ｒ。幸运的是笔者找到了在哮喘血清总低表达
的循环 ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１（Ｐ＜０．０５），结果显示 ｌｎｃＲ
ＮＡＰＣＧＥＭ１在对哮喘进行诊断的过程中具有较高的
敏感度，ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１是前列腺癌的潜在基因表达
标志物。ＰＣＧＥＭ１作为前列腺特异表达的基因，也是
在前列腺癌中第 １个被发现的致癌 ｌｎｃＲＮＡ［１２］。另
外，ＰＣＧＥＭ１在减弱凋亡反应和促进细胞增殖的过程
中也有过度表达

［１３］
。据文献报道，ＰＣＧＥＭ１是受雄

激素受体（ＡＲ）调节的一种基因［１４］
。

本实验存在一定的局限性。首先在实验方法的

选择上 ＲＴ－ｑＰＣＲ通量较低，并不是目前进行相关实
验的最好方法。同时样本数量不足以更好的证实 ｌｎ
ｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１在哮喘中低表达的稳定性。其次实验
中仅对单一哮喘疾病进行了研究，今后应对其他相关

疾病进行对比研究，使实验结果更加完整可靠。最后

由于对 ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１在哮喘发病中作用机制的
文献资料较少，致使实验结果尚存一些未解决的困

惑。比如结果表明 ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１在哮喘患者血
清中低表达，而且急性发作期和缓解期均表达出一致

的差异性，这就对 ｌｎｃＲＮＡＰＣＧＥＭ１跟哮喘二者之间
是伴发关系还是因果关系提出了质疑。如果是因果

关系，具体作用机制等问题将成为笔者今后研究的

方向。
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ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ：ａＭｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏ

ｅｎｔｅｒｏｌ，２０１４，２０（２７）：９１９１－９１９９

１０　ＦｕｘｅＪ，ＶｉｎｃｅｎｔＴ，ＧａｒｃｉａｄｅＨｅｒｒｅｒｏｓＡ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｒｏｓｓｔａｌｋ

ｂｅｔｗｅｅｎＴＧＦ－βａｎｄｓｔｅｍｃｅｌｌｐａｔｈｗａｙｓｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ：ｒｏｌｅ

ｏｆＥＭＴｐｒｏｍｏｔｉｎｇＳｍａｄｃｏｍｐｌｅｘｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２０１０，９（１２）：

２３６３－２３７４

１１　ＳａａｄＳ，ＳｔａｎｎｅｒｓＳＲ，ＹｏｎｇＲ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈｍｅｄｉａｔｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｔｈｅＳｎａｉｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１０，４２

（７）：１１１５－１１２２

１２　ＷａｎｇＺ，ＬｉＹ，ＫｏｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓｉｓｌｉｎｋｅｄｗｉｔｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，６９（６）：２４００－２４０７

１３　ＮｉｃｋｅｌＡ，ＳｔａｄｌｅｒＳＣ．Ｒｏｌｅｏｆｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｔｏ

－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｌＲｅｓ，

２０１５，１６５（１）：１２６－１４２

１４　ＴａｎｉａＭ，ＫｈａｎＭＡ，ＦｕＪ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｄｕ

ｃｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，

２０１４，３５（８）：７３３５－７３４２

１５　ＡｓａｋｕｒａＴ，ＹａｍａｇｕｃｈｉＮ，ＯｈｋａｗａＫ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－

ｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓｃａｕｓｅＥＭＴｉｎｄｕｃｔｉｏｎｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎｂｙ

ｍｉＲ－２００ａｎｄＺＥＢ１［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１５，４６（５）：２２５１－２２６０

１６　ＢａｏＢ，ＷａｎｇＺＷ，ＡｌｉＳＤ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈ－１ｉｎｄｕｃｅｓＥｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓ

ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎｐａｎ

ｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１１，３０７（１）：２６－３６

（收稿日期：２０１５－０７－２０）

（修回日期：２０１５－０８－２７）

·４３·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｒ２０１６，Ｖｏｌ．４５Ｎｏ．３　　


