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摘 要 为了在体外以人 D)5拓扑异构酶!（.6&E&!）为靶位进行抗肿瘤化合物的快速筛选，用 F6/GHF法从 I7’+
细胞中克隆了 .6&E&!基因 JF8并在毕赤酵母中首次成功表达，表达产物可分泌到发酵上清，易于制备。蛋白酶 5
缺陷的重组酵母（K*D/.6&E&L）分泌重组酶的能力比具有蛋白酶 5活性的重组酵母（M$$/.6&E&L和 N*/.6&E&L）更高。
通过发酵条件的优化，使用 O**P（EI 1Q!:），于 !"R，每隔 !#.补加 "Q:S（3T3）的甲醇和 $S（3T3）的营养液，
K*D/.6&E&!诱导 1!.后可表达最高的酶活力（#$"""AT<U），发酵上清中 .6&E&!可达 22 <VTU，约占总蛋白的 2"S。
KDK/G5W;和 X7>Y7,C Z’&Y分析显示，表达的 .6&E&!为 32[D蛋白，无糖基化修饰。
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D)5拓扑异构酶（D)5 Y&E&=>&<7,+>7）通过调节
D)5的拓扑结构，在细胞代谢过程中起着极重要的
作用，如 D)5复制、基因转录、D)5重组、有丝分裂
等［2，!］。D)5拓扑异构酶组成了 Y]E7!和 Y]E7 "两
个家族。6]E7!酶改变 D)5双螺旋的拓扑结构时，
不需要 56G供能，一次仅切割 D)5双链中一条链。
6]E7 "酶改变 D)5双螺旋的拓扑结构时，需要 56G
提供能量，一次同时切开 D)5的双链［$］。除细菌的
D)5拓扑异构酶"（即旋转酶，V],+>7）能将负超螺旋
引入 D)5中，其余 D)5拓扑异构酶能松驰 D)5链
中的超螺旋［2］。真核生物 D)5拓扑异构酶!或"被
证实为多种抗肿瘤药物的有效靶位，细菌的 V],+>7
也是临床上广泛使用的喹喏酮类抗生素的作用靶

位［#，:］。

人 D)5 拓扑异构酶!（.6&E&!）为 32[D 的单
肽，有 14:个氨基酸［4］。该酶由位于染色体 !"^2! _
2$Q! 位点的单拷贝基因编码［1］，在细胞中含量甚
微。.6&E&!在酿酒酵母、昆虫细胞及肿瘤细胞中得
到了表达［0，3，2"］，但表达量都十分低，这是因为表达

的具有活性的 .6&E&!在宿主细胞内会影响细胞正
常的代谢过程［22］。在细胞内表达后，.6&E&!的分离

纯化步骤也十分复杂，且在分离纯化过程中酶活性

极易丧失。为了获得足够的酶供研究和应用，本文

应用了毕赤酵母表达系统。毕赤酵母（ 4#0"#+ (
5+&/(*#&）有#信号肽引导，表达产物能分泌到发酵液
中，易于纯化；它还有甲醇诱导型强启动子，外源蛋

白的表达产量高［2!，2$］。本研究首次在毕赤酵母中成

功表达了.6&E&!全长蛋白并进行了表达条件的优
化，表达产物性质稳定，产量较以往的方法高。表达

产物经过简单的超滤制备，即能满足体外以.6&E&!
为靶位抗肿瘤化合物的快速筛选。

$ 材料与方法

$%$ 材料
EOF$!!、EGLH‘#5、4 ( 5+&/(*#& K*D2240（ "#&6

)*+7 5%5：：aF5$，*AYb ）、M$$（c=’B Y]E7，*AYb ）、
N*12（.=># +&92：：5FW#，*AY>）为本室保存。6.7,<&/
K-,=EY6* F6/GHF K]>Y7<为 W=Z-& 公司产品，80(F!、
95$!、:+0!、6# D)5 U=V+>7 为 6+N+F+ 公司产品。
一抗为抗 .6&E&!的鸡 LVP，二抗为兔抗鸡 LVW _
IFG，由珠海百奥公司生产。
$%& 方法
$%&%$ .6&E&!基因 JF8（&E7C ,7+B=CV d,+<7）的克隆



与表达载体的构建：作者从处于对数生长期的 !"#$
细胞中提取总 %&’，使用 ()"*+,-.*/01(2 %(345% 6/1
和 )(,0,! 7%8 的下游 4*/+"*（9）（:; ’(’<<(’53
5((’5(’’’’5(5’(’<(5((5’(5’<5 =;，含!"#!位
点），以 )(,0,! +%&’为模板进行逆转录，合成 )(,3
0,! .>&’第一链。再以此为模板，用)(,0,! 7%8
的上游 4*/+"*（’）（:; ’(’<’’((5’(<’<(<<<<’53
5’55(55’5 =;，含 $%&%!位点）和 4*/+"* 9，通过
45%合成全长 )(,0,! 7%8（??@:A0）。引物设计依
据发表的序列（<"B9$B6 ’.."CC/,B &,D EF=?:F）［G］。
45%条件为 @HI变性 : +/B，然后 @HI =FC!:GI
HFC!J?I ?+/B进行 =F .K.#"C，最后 J?I延伸 LF+/B。
合成的 )(,0,! 7%8片段含有两个终止子。将 45%
产物与载体 04M5N"’用 $%&%!和 !"#!双酶切后，7%8
与 04M5N"’相连接构建出表达载体 04M5N"3)(,0,!。
!"#"# 毕赤酵母的转化与 )(,0,!的表达：将
04M5N"3)(,0,M经过 ’(%!酶切，线性化后的表达载
体用电转化方式导入毕赤酵母 -2>LLGO、P==、Q2JL
并与宿主的基因组发生同源重组。整合后的

04M5N"3)(,0,M除在毕赤酵母中表达 )(,0,! 外，还
会表达 R",./B抗性蛋白而起筛选的作用。R",./B抗
性蛋白在宿主细胞内不是以酶解的方式分解 R",3
./B，而是与 R",./B按一定化学剂量结合，使 R",./B失
效。这样，整合到毕赤酵母基因组中重组质粒的拷

贝数越多，R",./B抗性蛋白表达量就越高，其耐受高
浓度 R",./B的能力就越强，表达 )(,0,!的能力也可
能提高。因此，可方便地从含高浓度 R",./B 的培养
基中直接筛选高拷贝重组子［LH］。用含 LFFF#ST+U
R",./B的 V4>- 筛选的重组酵母（-2>3)(,0,M、P==3
)(,0,M、Q23)(,0,M）可表达 )(,0,!，并在"3W$.1,* 的
引导下分泌到发酵上清中。

2X1Y表型（甲醇利用野生型）重组酵母的表达：
接种重组酵母于 92<V［LZ（) T*）K"$C1 "[1*$.1，
?Z（) T*）1*K01,B"，L\=HZ（) T*）K"$C1 B/1*,S"B
A$C"（V&9），H ] LF^ : Z（) T*）A/,1/B，LZ（ * T*）
S#K."*,# $B_ LFF ++,#· U^ L 0,1$CC/X+ 0),C0)$1"
（0!G\F）］中，=FI ?:F *·+/B^ L培养至 +,GFF为 ? ‘ G，
室温离心 :+/B 收集细胞，加入原培养体积 H 倍的
922V［LZ（) T*）K"$C1 "[1*$.1，?Z（) T*）1*K03
1,B"，L\=HZ（) T*）V&9，H ] LF^ : Z（) T*）A/,1/B，
F\:Z（ * T*）+"1)$B,# $B_ LFF ++,#·U^ L 0,1$CC/X+
0),C0)$1"（特定 0!）］重悬细胞，盖 H层纱布，在一定
温度下 ?:F *T+/B表达 )(,0,!，每隔 ?H)补加一定量
甲醇诱导表达。

2X1C 表型（甲醇利用迟缓型）重组酵母的表达：
接种重组酵母于 92<V（0!G\F）中，=FI ?:F *T+/B培
养至 +,GFF为 ? ‘ G，室温离心 :+/B收集细胞，加入原
培养体积 LTH倍的 922V重悬细胞诱导表达，其余
条件同上。

!"#"$ 重组酵母基因组 45%分析：重组酵母基因组
的提取参考 a$CK-#".1(2 -.%/.( a[0*"CC/,B Q/1（MBb/1*,3
S"B，c-’）。45% 使用两对特异引物，即 )(,0,!
7%8的 4*/+"* ’和 9，- D "(01&2.0 ’7PL基因的上游
0*/+"*（:; <’5(<<((55’’((<’5’’<5 =;）和下游
0*/+"*（:; <5’’’(<<5’((5(<’5’(55 =;）。
!"#"% 表达产物的酶活力分析：酶活力单位定义：
在 ?F#U )(,0, ! 反应体系［ =:++,#TU (*/C D !5#
（0!J\:），:F ++,#TU Q5#，: ++,#TU 2S5#?，L ++,#TU
>((，? ++,#TU C0"*+/_/B"，F\L ++,#TU a>(’，:F#ST+U
9-’］中，能在 =JI =F+/B 松弛 F\:#S 负超螺旋
09%=??所需的 )(,0,!，为 L个单位（X）的酶量。
在共 ?F#U )(,0,!反应体系中，加入 H#U 反应

缓冲液（: ] ）［LJ:++,#TU (*/C D !5#（0!J\:），?:F
++,#TU Q5#，?: ++,#TU 2S5#?，: ++,#TU >((，LF
++,#TU C0"*+/_/B"，F\: ++,#TU a>(’，?:F #ST+U
9-’］，F\:#S 负超螺旋 09%=??，适当体积的发酵上
清或其稀释液（#U，定义为 ’）［L:］。=JI反应 =F+/B
后，加入 H#U )(,0,!反应终止液（G ]）［=Z（* T*）
->-，GF++,#TU a>(’，:FZ（ * T*）S#K."*,#，F\?:Z
（) T*）A*,+0)"B,# A#X"］。使用 LZ琼脂糖，F\: ]
(9a，L\: ‘ HdT.+于室温（或冰箱内）电泳 ? ‘ O)（电
压低时，电泳效果好）。电泳完毕，用 F\:Z的溴化
乙锭染色 =F +/B，再用去离子水漂洗 =F +/B，紫外线
下照像。若能使 F\:#S负超螺旋 09%=?? 全部松弛
时发酵上清的最大稀释倍数为 9，则发酵上清的酶
活力为（9T’）] LF= XT+U。
!"#"& ->-34’<a和 e"C1"*B A#,1分析：->-34’<a、银
染及 f"C1"*B A#,1 方法参见［LG］。发酵上清中
)(,0,!相对量通过对 ->-34’<a的薄层扫描进行分
析，发酵上清的总蛋白用 9*$_W,*_法定量［LJ］。

# 结 果

#"! 重组酵母基因组 ’()分析
从含 LFFF#ST+U R",./B 的 V4>- 平板上挑取重

组酵母 -2>3)(,0,M、P==3)(,0,M、Q23)(,0,M 各一株，
在 V4>上传代 LF次，然后再提取其基因组，以分析
外源基因在重组酵母中的稳定性。在重组酵母基因

组中，)(,0,!表达盒的结构见图 L。重组酵母基因
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组 !"#分析结果见图 $。从图中可看出，使用 %&’(

图 ( 重组酵母基因组中 )*+,+ -表达盒示意图
./01( *)2 23,4255/+6 78552992 +: )*+,+ - /6 9)2

026+;2 +: 9)2 427+;</6869 ! 1 "#$%&’($ 1

图 $ 重组酵母基因组 !"#分析结果
./01$ !"# 868=>5/5 +: 026+;25 +: 427+;</6869 ! 1 "#$%&’($

(、?、@：9)2 026+;25 +: ABC)*+,+-，’DDC)*+,+- 86E FBGC)*+,+- H85

868=>5/I2E <> J5/60 9)2 %&’( ,4/;245，425,279/K2=>；D、L：9)2 026+;25 +:

’DD 86E FBG((M@ H85 868=>5/I2E <> J5/60 9)2 %&’( ,4/;245，425,27C

9/K2=>；$、N、O：9)2 026+;25 +: ABC)*+,+-，’DDC)*+,+- 86E FBGC)*+,+-

H85 868=>5/I2E <> J5/60 9)2 )*+,+ - ,4/;245，425,279/K2=>

的引物扩增 ABC)*+,+- 基因组时（ =862 (），)*+,+!
&#.（$PDQ<）前融合有约 DRR<, 的"信号肽碱基序
列，故扩增出约 $PM Q<的片段。在 ABC)*+,+-基因
组中，野生型 %&’( 基因（约 $P(Q<）的 )#*S!和
+#,!位点间插入了 %#T?基因（约 $ Q<）而使其失活
（U85>F=279*B !(-.(# U3,4255/+6 A/9）（-6K/94+026，VF%），
这个突变的 #&/0：：%#T? 基因太长未能扩增出来。
使用 %&’(的引物扩增 ’DDC)*+,+-和 FBGC)*+,+-基
因组时（=862 ?和 @），扩增产物除 $PM Q<的 )*+,+!
表达盒，还有更明亮的野生型 %&’( 基因条带。使
用 %&’(的引物扩增空载体转化的 ’DD 和 BG((M@
基因组时（=862 D和 L），仅有 %&’(基因条带。使用
)*+,+!的特异引物扩增 ABC)*+,+- 、’DDC)*+,+- 和
FBGC)*+,+-基因组时（=862 $、N和 O），扩增产物仅有
)*+,+! &#.条带。这样证实了 )*+,+!基因正确整
合到了 ABO(，’DD和 BG((M@基因组中且十分稳定。
!"! 三种重组酵母表达 #$%&%!比较
从含 (RRR#0W;X I2+7/6 的 Y!GF 平板上挑取

FBGC)*+,+-、’DDC)*+,+-、ABC)*+,+- 各 N 株，五株
ABC)*+,+- 均为 BJ95 表型，而 FBGC)*+,+- 和 ’DDC
)*+,+- 则均为 BJ9Z 表型。重组酵母在 [BBY
（,SMPR），于 DR\ 、$NR 4W;/6，每隔 $?) 补加 RPN]
（1 W1）甲醇诱导表达。于不同诱导时间取发酵上清
进行酶活力测定，测得三类重组酵母都是在诱导

O$)时酶活力最高。用空载体转化的宿主菌作对照
时，其发酵上清均未检测到酶活力（以下实验均有此

阴性对照，不再特别注明）。结果（表 (）表明，同类
的重组酵母表达的酶活力水平相近。结果还表明，

FBGC)*+,+- 表达的酶活力水平比 ’DDC)*+,+-、ABC
)*+,+-更高。图 D示一株 ’DDC)*+,+-诱导 O$)时的
酶活力测定结果。此时，加样体积 % 为 (#X，能使
RPN#0负超螺旋 ,[#D$$ 全部松驰时发酵上清的最
大稀释倍数 [为 ?，则发酵上清的酶活力为（?W(）̂
(RD _ ?RRRJW;X。

表 ’ 三种重组酵母表达 #$%&%!比较
$()*+ ’ $#+ #$%&%! (,-./.-.+0（1234）.5 -#+ 01&+65(-(5-
7+63+5-+8 )9 -#6++ -9&+0 %7 6+,%3).5(5-0 (7-+6 :!# .581,-.%5

‘J;<24 +: 5948/6 ( a $ a D a ? a N a
ABC)*+,+- (RRR (RRR (DRR @RR @RR
’DDC)*+,+- D$RR D$RR ?RRR $ORR D$RR
FBGC)*+,+- NDRR NDRR M?RR M?RR NDRR

图 D ’DDC)*+,+-发酵上清酶活力测定结果
（)*+,+ -松弛 G‘%超螺旋活性）

./01D *)2 42=83/60 879/K/9> +: )*+,+ - /6 9)2 7J=9J42
5J,24689869 +: +62 5948/6 +: ’DDC)*+,+-

(：$R#X +: 9)2 )*+,+ - 42879/+6 5>592; 7+698/62E DN;;+=WX *4/51 S"=
（,SO1N），NR ;;+=WX A"=，N ;;+=WX B0"=$，( ;;+=WX G**，$;;+=WX
5,24;/E/62，R 1( ;;+=WX UG*%，NR#0 W;X [F% 86E R 1 N#0 5J,247+/=2E
,[#D$$ H/9) (#X 7J=9J42 5J,24689869 +: ’DDC)*+,+-；$ b N：58;2 85 =862
(，<J9 H/9) (#X +: 9)2 ( c$，(c?，(c@ 86E ( c(M E/=J92E 7J=9J42 5J,2468C
9869 +: ’DDC)*+,+-，425,279/K2=>；M：58;2 85 =862 (，<J9 H/9) $#X 7J=C
9J42 5J,24689869 +: ’DD 94865:+4;2E H/9) ,!-"d"%；O：58;2 85 =862 (，
<J9 H/9)+J9 86> 5J,24689869 1 *)2 26I>;2 879/K/9> /6 9)2 5J,24689869 +:
’DDC)*+,+- H85 ?RRR J W;X

!"; <=>?#$%&%@发酵条件的优化
选取表达量最高的一株 FBGC)*+,+- 进行表达

条件的优化。

!";"’ 甲 醇 诱 导 浓 度：FBGC)*+,+- 在 [BBY
（,SMPR），于 DR\，每隔 $?)加入 RPN]或 (]（1 W1）
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的甲醇进行诱导。结果表明，两种条件时发酵上清

的酶活力在相同时间基本上无差别。

!"#"! !" 值：使用 !" 值 #$%、&$%、’$%、($% 的
)**+，于 ,%-，隔 .#/加入 %$&0（! 1!）的甲醇进行
诱导。结果发现，)**+（!"#$%）的发酵上清始终未
检测到酶活性，!"为 ($%的 )**+在 (./的发酵上
清酶活力明显高于 &$%和 ’$%。最高酶活力都出现
在 (./。
基于以上结果，再选用 !"值为 ’$&、’$(&、($%、

($.&、($&的 )**+进行诱导，其余条件同上。结果
发现（图 #），(./ 时 !"( 2 ($&的酶活力较高，其中
!"($.&酶活力最高。

图 # !"对 3*45/67!78表达 /67!7 8的影响
9:;<# 6/= =>>=?@ 7> !" 7A @/= =B!C=DD:7A

7> /67!7 8 EF 3*45/67!78

!"#"# 温度：使用 )**+（!" ($.&），每隔 .#/加入
%$&0（ ! 1!）的甲醇，在 G&-、.%-、.&-、,%-进行
表达。结果表明（图 &），在不同的温度下，酶活力高
峰都出现在 (./。在较低的温度（G&-、.%-）条件下，
酶活力明显提高，最高酶活力可达到 ,.%%%H1IJ。

图 & 温度对 3*45/67!78表达 /67!7 8的影响
9:;<& 6/= =>>=?@ 7> @=I!=CK@HC= 7A @/= =B!C=DD:7A

7> /67!7 8 EF 3*45/67!78

!"#"$ 补加营养液：使用 )**+（!" ($.&），每隔
.#/加入 %$&0（! 1!）的甲醇和 ,0（! 1!）的营养液
［G%0（" 1!）F=KD@ =B@CK?@，.%0（" 1!）@CF!@7A=］，在
.%-进行表达。结果表明，酶活力高峰仍在 (./ 出
现。补加营养液对表达 /67!7!的有明显帮助。未
加营养液时发酵上清在 (./时酶活力为 .’%%%H1IJ，
补加营养液时则为 #,%%%H1IJ。
!"#"% 酸水解干酪素：表达条件同上，于 .#/ 加入

G0的酸水解干酪素。同时用不加干酪素的发酵瓶
做对照。结果表明，酸水解干酪素对表达 /67!7!无
帮助。

!"$ &’&()*+,和-./0.12 3450 分析
将 3*45/67!78 发酵上清用 G%0 3435LMNO 分

析，银染显示上清中有约 PGQ4条带（图 ’)），与天然
/67!7!相符，且此条带能被 /67!7!的特异抗体识
别（图 ’M）。空载体转化 3*4GG’R后其诱导上清无
此条带。这说明 3*45/67!78 特异地表达了 /67!7
!，且未发生糖基化修饰（若糖基化修饰后，重组
/67!7!表观分子量会大于 PGQ4）。图 ’)的 JKA= ,
经薄层扫描进行分析（图 (），发酵上清中 /67!7!约
占总蛋白的 G%0，可达 GG I;1J。

图 ’ 3*45/67!78发酵上清的 3435LMNO和 S=D@=CA ET7@ 分析
9:;<’ U=D@=CA ET7@（M）KAV 3:TW=C5D@K:A:A;（)）KAKTFD:D

7> @/= ?HT@HC= DH!=CAK@KA@ 7> 3*45/67!78
G：!C7@=:A IKCQ=CD；.：@/= ?HT@HC= DH!=CAK@KA@ 7> 3*4GG’R @CKAD>7CI=V

S:@/ !L8XY"M；,：@/= ?HT@HC= DH!=CAK@KA@ 7> 3*45/67!78 < JKA= G :A M，

@/= TKA= :A A:@C7?=TTHT7D= I=IECKA= SKD ?H@ V7SA KAV D@K:A=V :A L7A?=KH

3 KT7A= KAV :II=V:K@=TF !/7@7;CK!/=V S:@/ @/= :IIHA7ET7@@=V I=IECKA=

图 ( 3*45/67!78发酵上清 3435LMNO的薄层扫描进行分析
9:;<( 4=AD:@7I=@C:? KAKTFD:D 7> 3435LMNO 7> @/= ?HT@HC=

DH!=CAK@KA@ 7> 3*45/67!78 K@ (./ K>@=C :AVH?@:7A
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! 讨 论
毕赤酵母的蛋白水解酶基本储藏在液泡（!"#$%

&’(）内。毕赤酵母有 )种主要的蛋白水解酶，即蛋白
酶 *、+及羧肽酶 ,。蛋白酶 *由基因 !"!# 编码，
在液泡中能自我激活。而蛋白酶 +由基因 !$%& 编
码，约有 -./是以需要蛋白酶 *水解激活的前体形
式存在。羧肽酶 ,发挥活性前全都要蛋白酶 *水
解激活［01］。在表达过程中，由于少量细胞破裂，有

部分蛋白酶释放到发酵液中，导致表达产物不稳定

或被降解。234%56&7&8由于蛋白酶 *突变失活，就
缺失了全部的蛋白酶 *和羧肽酶 ,活性，仅存部分
蛋白酶 +活性，这样非常有利于发酵液中 56&7&!的
稳定。实验表明，234%56&7&8的 56&7&!表达产量明
显高于 93%56&7&8及 :))%56&7&8。酸水解干酪素可
抑制发酵上清中蛋白水解酶的活性，从而增加重组

蛋白的稳定性（;"<=2’(#>63 !’()’* ;?7@(<<A&B 9A>）（8B%
CA>@&D(B，E2*）。但发酵 234%56&7&8时，在培养基中
加入酸水解干酪素，对提高 56&7&!表达产量无帮
助，原因可能是此时培养液中本身仅有很少的蛋白

酶活性。

毕赤酵母的最适生长温度在 F- G ).H之间。
作者在不同的温度下表达 56&7&!，发现 0-H和
F.H酶活力最高。从酵母的生长来看，0-H和 F.H
生长 )天的细胞密度明显小于 F-H和 ).H，但发酵
上清酶活力却高许多。原因有待于进一步探讨。

56&7&!在宿主细胞中表达后，虽有"%I"#>&@ 引导而
分泌到胞外，但在 J 端还有其自身的核定位信号
（B$#’("@ ’&#"’AK">A&B <ADB"’<，JL2<）［0M，F.］，故仍有一部分
56&7&!被引导至细胞核，并在核内发挥功能［00］。细
胞核中过高的 4J*拓扑异构酶 8（包括 ! N +*,-./’,
4J* >&7&A<&O(@"<( 8 和重组 56&7&!）活性必然导致
酵母细胞代谢的改变，细胞适应这种状态后才能开

始大量表达它们，而此时培养基中营养所剩不多。

因此，通过向发酵液中逐步添加营养液，可将 234%
56&7&8的酶表达量明显提高。
这样，通过发酵条件的优化，作者得到了一个综

合的表达条件：使用 +33,（7P QRF-），于 F.H，每隔
FS5补加 .R-/的甲醇和 )/的营养液，234%56&7&8
诱导 QF5时表达的酶量可达到最高。
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*CC6年色谱分析在药物分析中的应用专题学术研讨会征文通知
近年来，色谱分析技术包括仪器及色谱分离分析模式均有很大发展并更加广泛地应用在药物分析领域中，中国药典、美

国药典、英国药典、欧洲药典、国际药典、日本药局方应用色谱法于鉴别、检查和含量测定方法，其比例越来越大，方式越来越

多。在新药的研制、开发和有关品种的再评价以及质量的研究等方面，色谱法都是主要分析手段。为促进这一领域研究和应

用经验的交流，经中国药学会批准，中国药学会药物分析专业委员会、药物分析杂志编委会拟在 *CC6年 )C月份召开全国色谱
分析在药物分析中的应用学术研讨会（地点待定），本次会议将特邀国内著名药物分析专家做专题报告，还将评选出优秀论文

作者若干名，并给予奖励以资鼓励。参会代表有论文者将获得 6个学分。现将征文有关事宜通知如下：
一、征文内容

#.4:;法（:;ZXA，:;Z#XT等） #高效毛细管电泳法（;_ZXA） #薄层色谱法（.G:;） #气相色谱法（$;ZXA等）
二、论文撰稿要求

#论文应是未公开发表及未在全国性会议上交流过，有一定创造性和指导意义。综述文章一般不超过 BCCC字；研究论文
一般不超过 >CCC字；每篇文章需附 >CC字结构式中英文摘要，并附英文题目。投稿时请一并附软盘或发 _’F-5S至本刊信箱。

#论文格式请按药物分析杂志 *CC6年第一期稿约要求书写；稿件应打印在 "6纸上。
#每篇稿件需附单位介绍信及 BC元稿件处理费。征文截止日期 *CC6年 ‘月 )B日（以邮戳为准）。
#论文将在 *CC6年药物分析研讨会上进行交流评比，并在 *CC6年药物分析杂志专刊中发表，酌收版面费。
三、投稿方式及联系人

#邮寄：邮编 )CCCBC，地址：北京天坛西里 *号中国药品生物制品检定所药物分析杂志编辑部。
电子邮件：P2NVa/5OHKHR &J0R O/或 P2NVWWaH=J5&L5O-SIR /=M R O/
#来稿应注明“会议征文”字样，以便与其他投稿区别，谢谢合作。
#电话：（C)C）YDCBE6*D；传真：（C)C）YDC)*E)‘；
联系人：刘小帅
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