
才起作用
,
B SO对辐敏或化敏剂的增效作用显

然也都取决于再氧合是否有效
。

辐射防护剂临床应用所面临的问题较大
,

因其不能保障正常组织的安全
,

有时又保护了

肿瘤
,

但更重要的是至今尚未找到能在对人体

无害水平上 起有效作用的化合物
。

当然
,

局部

用药或外用可能在放疗中找到一个位置
。

对于辐敏剂及其增效剂
,
或辐射防护剂

,

尚待充分研究的间题有下列十个
:

( 1 )对新的辐敏剂 R o 一 0 3一 5 7 9 9
,
S R 一 2 5 0 5

和 R S U l o 6 9的肿瘤反 应与正常 组织损伤之比

值作临床检验
。

( 2 )测定哪些人瘤中含显著量乏氧细胞的

方法
。

( 3 )抑制氧耗量的化合物及其对实验肿瘤

的效应
。

( 4 ) 对肿瘤的血流及氧耗作基础生理学研

究以探讨能否改善氧 合
,

包括 P e r fl u o r o C a r -

b o n
的研究

。

( 5 )对贫血之放疗患者输血后给辐敏剂或

氧
。

( 6 )在极短之放疗方案 ( 如 2 周 ) 中试用

辐敏剂
,

包括用安全剂量 ( 10 ~ 1 1盯 m Z ) 之 M i -

5 0 。

( 7 )对化敏剂进行临床试用
,

重点为毒性

研究 , 用更直接的实验方法选择药物
,

即直接

筛选化敏药而不是筛选辐敏药 , 两者对半衰期

的要求十分不同
。

( 8 )用动物作 S H基清除 研究以 增强化敏

或辐敏作用
,

对正常组织的毒性给以更多注意
。

( 9 )局部高温与上述任一措施复合
,

但先

在体外进行
,

逐步过渡到实验动物研究
。

( 1 0) 作临床试用时
,

挑选病例的标准应是

更高度的选择性而不是广范围 , 在新药试用中

应采用两种水平的照射剂量
,

一种处在道德上

许可的总剂量带的上限
,

另一种在底部
。

不这

样
,
大多数临床试用将无法解释

,

因为只 )lJ一

种剂量时肿瘤组织及正常组织效应升高是无法

区别的
。

〔徐承熊译 麦智广校二

多聚腺昔二磷酸一
核糖对ONA损伤的应答

B e r g e r N A : R a d i a t R e s 1 0 1 , 4 ~ 一5
, 1 9 5 5 ( 英文 )

滚腺普二磷酸 ( A O P )
一
核糖酸基转移酶

多聚 ( A D P 一核糖 )是由染色质结合的多聚

( A D P一核糖 )聚合酶催化
,

在真核 细胞核中合

成
。

多聚 ( A D P一核糖 )聚合酶〔又称多聚 ( A D P -

核糖 )合成酶或转移酶〕是一组 A D P 一核糖酸基

转移酶中的一种
,

它能在烟酞胺和核糖环间的

N 一糖基键上裂解烟酸胺腺嗓吟二核昔酸 ( N A -

D )
,
并将 A D P

一
核糖部分转移至各种接受体分

子形成共价键
。

已经从许多组织如胸腺
、

肝脏和扁桃体分

离纯化出均一的多聚 ( A D P一核糖 )聚 合酶
。

来

源于许多组织的这种聚合酶的特征类似 于我们

从羚羊胸腺纯化的多聚 ( A D P一核 糖 )聚合酶
,

这些性质包括
:
酶分子为单条多肤链

,

分子讹

为 1 1 6
, 0 0 0 ,

等 电 点 9
.

6 ,

最 适 p H s
.

6 ~ 8
.

8 。

N A D
午

是该酶合成 多 聚 ( A D P
一
核糖 ) 的 唯一

底物
,

_

巨需 D N A作为激活剂
。

反 应不需 要二价

阳离子
,

能被 l m m ol 日
一
羚基 苯甲 酸汞 阻断但

不为 l m m 。 I N 一乙基马来酞亚胺 阻断
,

酶 活性

亦可被 N A D分子毗咤部分的 类似物所抑制
。

这些类似物包括烟酸胺
、

苯酞胺
、

毗陡酞胺
,

但不被另一些类似物如燕酸
、

苯 甲酸
、

毗喧狡

酸所抑制
。

烟酞胺类似物也影响其它酶体系的

活性
,

因而它们作为特异的 聚 ( A D P一核糖 )聚

合酶抑制剂的应 用受 列限制
。

多 聚 ( A 协 l) 一核

一
一一一一一一一一一一匕` 一- 一



糖 )聚合酶能与多聚(A P D
一
核糖 )链联 接

,

每个

酶分子最多能同时与15 个聚 ( A D F
一
核糖 )聚 合

体结合
。

此外
,

聚合酶还能将多 聚 ( A D P一糖

核 ) 分子连到其他的染色体蛋白质分子上
。

多旅 ( AO P一核枪 )聚合酶对O N A损伤的应答

用各种损伤 D N A的试剂处理细 胞可刺激

多聚 ( A D P 一核糖 )聚合酶的活性
。

经 U V 辐射
、

N 一甲基
一 N

产一
硝基

一 N 一亚硝基呱 (M N N G )
、

N -

乙酸氧基乙酞胺基或博莱霉素处理的人体淋巴

细胞可引起多聚 ( A D P
一
核糖 )聚合 酶活性的增

高
,

而且活性增高的程度与D N A损伤因素的剂

量成正比
。

所有这些损伤因素引起的共同损伤

是D N A链的断裂
。

经核酸内切酶处理细 胞直接

产生的D N A链断裂
,

也能导致多 聚 ( A D P一核

糖 )合成的增加
。

用纯化的成分在体外证 明多 聚 ( A D P
一
核

糖 )的含成与D N 人
一

单链断裂有关
。

S V
` 。

极微染

色体能轻微地刺激多聚 ( A D P
一
核糖 )聚合酶

,

但当 S V
` 。

极微染色体被 D N A酶或限 制性内切

酶 H ae l 处理后
,

它对于多聚 ( A D P一核糖 )合

成的刺激能力大为增 强
。

为 进一 步证 明多聚

( A D P一核糖 )合 成是否 随 D N A 链的 断裂而出

现
,

我们检测 U V辐射对于极微染色体刺激多聚

(A D P 一核塘 )聚合酶能力的影 响
。

50 ~ l 0 0 0 ) /

m Z
的紫外辐射对极微染色休激活聚合酶的能力

几乎没有影响
,

但用藤黄微球 菌U V核酸内切

酶处理U V辐射过的极微 染色 体使 U V损 伤部

位产生 DN A链断裂
,

便可导致极微染色体的激

活多聚 ( A D P
一
核糖 )聚合酶的能力明显增强

。

这一体外系统清楚地证明D N A 链断裂 而不是

损伤碱基能刺激多聚 ( A D P一核糖 )的合成
。

平

端D N A链断裂 比非配对的连接 3 产
末端的核昔

酸链断裂更有效
。

而后者比连接 5
`

端 的未配

对的核昔酸断裂更有效
。

为弄清在细胞水平多聚 ( A D P
一
核糖 )聚合

酶是对D N A链断裂还是对碱基损伤发生应答
,

我们选用着色性干皮病 ( X P )细胞
。

这种细胞

没有在 D N A损伤部分形成起始切口 的能力
。

用

D N A损伤制剂如M N N G处理X P 细胞
,

导致多

聚 ( A D P 一核糖 )合成的增加
。

说 明X P细胞内有

多聚 ( A D P
一
核糖 )聚合酶

,

并且 这些 酶能对 D -

N A损伤反应而被激活
,

但用U V辐射处 理X P

细胞
,

导致复制型 D N A合成的减少
,

而多聚

( A D P一核糖 )的合成不发生改 变
。

当X P细胞在

U V辐射后再用藤 黄微球菌U V内切酶 处理
,

多聚 ( A D R核糖 ) 的合成 增加 而 D N A 的合成

逐步地恢复到接近 U V辐射前的水 平
。

当 X P细胞经 U V辐射后再 用藤黄 微球菌

U V内切酶处理
,

可见多聚 ( A D P 一核 糖 )合成
的增力口先于 DNA 合成

而
复

。

为确定多聚 ( A
-

D P
一
核糖 )的合成是不是 D N A合成恢复的先决

条件
,

我们研究了抑制 剂对 U V辐 射 的X P细

胞中的D N A合成和多 聚 ( A D P一 核 糖 )合成的

影响
。

表 1 的结果表明抑制剂如二脱氧胸腺哦

陡三磷酸
、

二氧磷 基醋酸
, a p h i d i e o l o n

亦能

抑制D N A合成但不影 响多 聚 ( A D P
一
核 糖 )的 一

合成
。

3 一氨基苯酞胺和 5 一甲基烟酞胺是多聚

( A D P一核糖 )聚合酶的抑制剂
,

它们抑制多聚

( A D P
一
核糖 ) 的合成

,

并且 部 分抑 制 D N A 合

成的恢复
。

多聚 ( A D P一核糖 )合成的抑制剂可

以导致 D N A合成部分抑;制的事实
,

提示多聚

( A D P一核糖 )的合成 至少部 分为 D N A 损伤后

的D N A合成恢复所必需
。

由于对 多聚 ( A D P -

核糖 )合成的需要仅仅是部分的
,

因此提示细胞

内还存在一条不依赖于多聚 ( A D P
一
核 糖 )合成

的D N A修复途径
。

可能某些类 型的D N A损伤

需要多聚 ( A D P 一核糖 )合成作为D N A修复合成

的前体
,

而另一些类型的 D N A 损 伤则不需要
。

也可能某些特殊染色质区域 的 D N A 损伤修复

需要多聚 ( A D P一核糖 )合成为先决 条件
,

而其

它染色质区域的D N A损伤修复合成则不需要
,

在这点上
,

似乎是染色质伸展区域的核蛋白易

受最广泛的 A D P
一
核糖化

。

这些关于多聚 ( A D P 一核 糖 )合成 与D N A

修复合成的关系的研究引出 对多聚 ( A D P
一
核

糖 )聚合酶抑制剂对 D N A损伤恢复的影响的检

测
。

这些抑制剂对烷化剂 诱导 的D N A碱基加

合物的切割只有极微小的或根本没有影响
。

虽

然抑制剂不影响碱基加合物的去除
,

却明显地

了褚8
. . . . . . . . . . . . . . . .



抑制经烷化剂处理细胞 中的 D N A 链断 裂的修

复
。

相反
,

它们只轻微地延迟 X 线辐射诱导的

D N A链断裂的重接速率
。

表 1 抑制剂对 U V内切酶依赖 的ND 人合 成

和多聚 ( ADP
一

核糖 )合成的影响

抑制剂
D N A合成 多聚 (人D P r) 合成

(对 照组的 % )

对 照组

6也 M S
一

氛基苯跳胺

6 m M 6
一

甲基烟跳胺

l m M二脱氧胸腺喻陡

l m M二氧基礴酸醋酸

1 一̀g /m l a p五id i e o l o n

19

1 4

1 0 0

5

3 2

1 0 1

1 0 7

1 0 3

个重要受体
。

这种修饰作用可能被 D N A链断裂

区域提供直接所需的分子如 D N A连接酶
。

在体

外
,

多聚 ( A D P一核糖 ) 聚合酶能阻止 R N A聚

合酶 l 在错误部位开始转录
,

刺激恰当的启动

区域企确转录
。

这些作 用可 能 是 由 子多 聚

( A D P
一
核糖 ) 聚合酶与D N A链断裂结合从而

保护 D N A不被 R N A聚合酶接触所致
。

因此
,

多聚 ( A D P 一核糖 ) 聚合酶在体内可能是 通过

D N A损伤部位结合从而遮盖D N A断裂区
,

阻

止不恰当的转录的起始而发生作用
。

oq口.匕n46
月.人

表 2 作为受体或被多聚 ( A D P
一

核搪 )影响的蛋白质

修饰作用

注 : 细胞以 s o J /m
Z U V照射

,

置于含有
3H d T T P和 ’ `

C

N A D的反应混合物中温育
。

在有和无 10 单 位 的

U V内切哪存在下测定每一 种试剂的形响
、

O N A修复中的多聚 ( A O P一核箱 )

多聚 ( A D P 一核糖 ) 促使 D N A修复 的确切

机制目前没有完全弄清
。

推测 聚 合物在 D N A

修复过程中起一种结构或功能的作用
。

关于可

能的结构作用
,

聚合酶以每个蛋白质分子与15

个分支的聚合物的比 例结 合
,

迅 速地使多聚

A D P 一核糖化
。

这样一个多阴离子 的迅速合成

改变了紧密折叠的染色质结 构
,

从而使D N A

修复酶系统易于 接近 损伤D N A
。

一旦修复完

成
,

D N A一级结构恢复
,

就没有断裂的D N A

链刺激多聚体的合成
,

聚合酶也就失去活性
。

存

在的多聚 ( A D P
一
核糖 )分子将 会迅速地被多聚

( A D P
一
核糖 )水解酶降解

,

继而 染色质恢复到

损伤前的结构
。

这一假设得到电镜研究结果的

支持
,

在分离的胰腺染色质中
,

电镜观察到多

聚 ( A D P一核糖 )可使紧密卷曲的核小体结构开

放和松驰
。

多聚 ( A D P一核糖 ) 聚合酶也可能通过调

节几个酶活性而在 D N A修复过程中有 更 直接

的功能作用
。

表 2 列出部分影响多聚 ( A D P
-

核糖 ) 合成或功能上作为这种合成的受体的一

些酶和结构蛋白质
。

如上所述
,

多聚 ( A D P-

核糖 ) 聚合酶本身可以作为 A D P一核糖化 的一

蛋白质

多聚 (人D P
一

核掂 ) 聚合酶

异构醉 I

D N A连接醉 I

aC
+ 杏、

M g
+ 令

核酸内切酶

RN人聚合醉 I

组蛋白H ,

组蛋白H Z
A

、

H
Z
B

、

H
3 、

H 。 、

I王s

H M G蛋白质 1
,
2

, 1 4 , 1
,

7

S V 一。 T抗原
。

失活

失活

激活

失活

增加确限性

交联和改变结合

可能改变结合

可能改变结合

不清

用拓扑异构酶 I 在体外研究的结果表明
,

此酶能作为多聚 ( 人 D P一核糖 ) 化作用 的一种

受体起作用
,

从而 导致酶功能的丧失
。

这一过

程对 D N A拓扑学和 D N A修复过程显然有重要

作用
。

D N A连接酶 亚似乎可能被 D N A链 断裂激

活
,
而且这种激活作用可能被多聚 ( A D P

一
核

糖 ) 合成抑制剂所阻断
。

起初的 研究 提 示
,

D N人连接酶 l 的激活可能涉及酶分子 的直接

A D P一核糖化
。

最近的研究表明
,

多聚 A D P
一
核

糖在D N A 断裂部位的存在可能对抗组蛋 白对

D N A连接酶的抑制作用
,

从而加速连接 酶 对

D N A断链的重接
。

一种C
a 十 十 、

M g 十 +

核酸内切酶的多聚 A D P

核糖化能使这种酶失活
。

这一过程对D N A损伤

区域去除之后阻止核酸内切酶活性可能有重要

意义
。

同时
,

它使正在进行修复的区域免遭核

酸酶的切割
。

己经表明
,

组蛋白H : ,

所有的核心组蛋白

14夕

.

一
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以及高迁移率蛋白质( M H G )1 , 2 , 14和 1 7

均能作为多聚 A D P一核糖化作用的受体
,

这些

蛋白质 的 A D P一核糖化能明显地影响染色 质结

构
,

近来还证明类固醇诱导的哺乳动物肿瘤病

毒的活化与H M G
: `
和 H M G

: ?

的 A D P一核 糖 化

的减少有关
。

S V
`。 T抗原似乎也能 被 A D P一核

糖化
,

然而还未确定这种修饰作用是否影响它

的活性
。

多聚 ( AO P一核抢 )滚合醉调节对O NA损伤

的自杀性反应

显然 A D P 一核糖影响与D N A修复有 关 的

许多过程
。

作为存在 于D N A损伤细胞中的危急

情况下的总的调节者
,

多聚 ( A D P一核糖 ) 聚

合酶可协调上述任何一个或全部功能
。

当细胞

遭到严重的D N A损伤和 D N A 链断裂时
,

所引

起的多聚 ( A D P一核糖 ) 聚合酶的激活 本身可

能导致一种危急状态
。

因为多聚 ( A D P一核糖 )

聚合酶对于 D N A链断裂的反应是剂量 依 赖性

的
,

大量的损伤引导足量的酶激活
,

进而迅速

耗尽底物N A D
。

附图表明用M N N G处理细胞
,

随着M N N G的浓度上升
,

N A D的水平呈 剂量

依赖性下降
。

当 M N N G的浓度为 1 ~ 2 江g /m l

时
,
N A D部分缺乏

,

但当M N N G为 10~ 2 0林g /

m l时
,

在不 到 60 分钟内
,

细胞内的 N A D全部耗

尽
。

这种M N N G诱导的
、

剂量依赖性的 N A D

的减少也伴有 A T P剂量依赖性减少
。

用一种多

聚 ( A D P 一核糖 ) 聚合酶的抑制 剂 处 理 严 重

D N A损伤的细胞
,

可 以防止 N A D和 A T P的耗

尽
。

这一现象提示 N A D和 A T P的耗尽是 继发

于多聚 ( A D P
一
核糖 ) 聚合酶的激活

。

N A D和 A T P的剂量依赖性消耗可能导 致

D N A修复的下降
。

随着处理细胞的M N N G 浓

度的增加
,

细胞中复制型 D N A 合成呈进行性减

少
。

在有经基尿素存在下
,

D N A修复合成作为

M N N G剂量的函数增加
,

继续增加 M N N G 剂

量
,
D N A 修复合成减少

。

这是一个出人意外的

现象
,

因为根据推测
,
D N A修复合成应 该 与

D N A损伤程度成正比地增加
,

或者是如 修 复

机制可以被某种特定量的损伤饱和
,

那么修复

合成应该增加到饱和点
,

然后维持在一个恒定

水平
。

尽管 D N A进一步损伤
,

修复合成达到一

个高峰然后减少的事实
,

提示由于缺乏某种必

需成分 导致修复系统活性的下降
。

用高浓度的

M N N G处理细胞能导致能 量依 赖 过 程包括

D N A
、

R N A 和蛋白质合成的明显下降
、

由于烟

酸胺或苯酞胺能阻止 N A D和 A T F的消耗
,

因

而能使这些能量依赖过程部分恢复
。

烟酞胺和

苯酞胺阻止 N A D和 A T P的消耗
,

因 而在大量

D N A损伤情况下能保护能量依赖功能的事实
,

可 以解释先前观察到的多聚 ( A D P
一
核糖 ) 聚

合酶抑制剂刺激大量 D N A 损伤后的 D N A 修复

合成
。

显然
,

大鼠的D N A 损伤激活多聚 ( A D P -

核糖 ) 聚合酶
,

一

导致 N A D和 A T P的迅速消耗
,

如同时用烟酞胺的类似物去抑制多聚 ( A D P
-

核糖 ) 聚合酶
,

从而 防止N A D和 A T P的消耗
。

N A D和 A T P的保存有利于更广泛的D N A修复

合成
,

说明多聚 ( A D P 一核糖 ) 抑制剂能 刺激

D N A的修复
。

表 3 多聚 ( A D P
一

核糖 ) 聚合酶抑制

剂对大分子合成的影响

处理条件
〔 3
H二d TM P 〔 3

H 〕U M P 〔 3H 〕L e u

( d p m / 1 0
6 细胞 / e ,J’ 时 )

对 服 14 0 , 0 0 0

20卜g /m lM N N G

2 0卜g /口 IMN N G
+

Zm m of 烟酞胺
20林g /m lM N N G +

Z mmo l苯院胺

1 8 , 3 0 0

27 , 0 0 0 2 0 一 9 00

10 , * 0 0 0

2 7 , 40 0

3 , 5 0 0

1 3 * 3 0 0

1 8 , 7 0 0

4 0 0 一 0 0 0

30 一 0 0 0

大且D N A损伤 一带一 , D N A修复

}
, 。 基。
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核酸内切 ,

寺
D N人链断裂 O

于
激 活多聚 (人 D P

一

核精 )聚合醉

、
1
.

!
十

消耗 细胞 内N A D

令
人 T P合成停止

十
耗尽

细胞死亡

细胞内 A l
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( 1 ) 大分子合成停止
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损伤的自杀性应答反应模式图解
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如上图总结的
,

大量 D N A 损 伤 对 多 聚

( A D P一核糖 ) 聚合酶的激活实际上是 一种自

杀性反应
。

由于它能引起N A D和 A T P 的 迅速

消耗
,

从而在D N A 损伤修复前导致细胞死亡
。

这种自杀机理限制着严重受损细胞试图修复以

高度突变频率存活的可能性
。

D N A损伤对多聚

( A D P一核糖 ) 聚合酶的激活可能提供一 个安

全机制
,

依赖这个安全机制
,

将严重损伤细胞

去除
,

从而减少活存细胞具有高度突变表现型

的可能
。

〔周 度金节译 张进 麦智广审校〕

由ONA结合
`
H产生的细胞核内吸收剂量的估算

S a i t o M e t a l : H
e a l t h P h y

s 4 8 ( 4 ) : 4 6 5
, 2 9 8 5 (英文 )

评价
”
H掺入哺乳动物 (含人 )细胞 内 的 遗

传和躯体效应的主要方法之一是估计经胎盘或

经 口掺入到胚胎或幼动物细胞内的
3
H 所 产 生

的生物学危害程度
。

无论是细胞增殖活动强的

胚胎或幼动物还是断奶之后细胞增殖 已显著减

慢的年青动物
,

掺入到器官或组 织 中 的
“
H都

有很强的滞留
,

而且由于 D N A 结合
3
H

,

使
`
H

的滞留具有器官特异性
,

因而累积剂量也具有

高度的器官特异性
。

欲知D N A结合
S
H的剂量效应关系

,

需测

定由 D N A结合
3

H 在细胞内沉积所产 生 的核内

吸收剂量
。

假定
”
H 日射线的能量全部被细胞核

所吸收
,

吸收剂量则易于计算
,

而实际上
,

由

于
3
H 日射线的平均射程 ( 0

.

8~ 1
.

0件 ) 短于细

胞直径 ( 5 ~ 1郎 )
,

使相当一部分 能 量逸出

细胞核
,

损失在细胞浆中
,

这种效应叫
“ 边缘

效应 ( e d g e e f f e e t ) ,, 。

本研究目的在于估计由于边缘效应使剂量

降低的程度
、

测定吸收剂量和考虑累积剂量的

修正因子
,

如细胞核的形状
、

容积
、

D N A 含

量和 D N A 的比活性
。

材料与方法

让母鼠在孕期摄入含
“
H一胸腺嚓陡的饮水

( 1 5旦
.

s k B q / m l )
,

分娩后
,

新生 鼠 由 未摄

入
S

H -
胸腺峻咤的

“
无放射性母鼠

” 喂养
,

同

时在出生后第 O
、

1
、

2 和 4 周测定各器官 内

D N A的比活性
。

细胞核的形状和容积测定 ; 常规的组织固

定程序会使细胞脱水
、

核皱缩
,

难以测定核的

准确容积
。

现采用经温和处理后获得的细胞核

悬液
,

用 D N A特异性荧光染料 ( D A P )I 在等渗

溶液中进行细胞染色
,

可获得完好的细胞核
,

然后在N i k o n
荧光显微镜下观察并拍摄细胞核

照片
,

假定细胞核为球形
,

即可从照片上测得

细胞的长轴和短轴的长度
,

将二个轴的平均值

作为核的平均直径
,

从而计算出容积
。

细胞核平均 D N A 含量测定
:
用 荧光计测

定各器官的 D N A 含量
,

首先 要 获得纯化的各

器官的细胞核悬液
,

然后用 S o h n ie d e r 法测定

单细胞核悬液中的D N A 总量
,

用血 球 计数器

在荧光显微镜下计数被D A PI 染色的细胞核总

数
,

从而获得各器官细胞核的平均 D N A含量
。

剂量计算
:

每次衰变产生的平均吸收剂量

用点源公式计算
,

模拟细胞核的剂量率用蒙特
一
卡罗法作理论计算并从二点讨论

: 1
.

对 D N A

结合
“
H

,

分析累积剂量对 细胞 核直径的依赖

性 ; 2
.

对长短轴之 比各不相同的细胞核
,

通过

计算理论吸收剂量来估计形状因子对吸收剂量

的影响程度
。

在给定时间内
,

每个核内的总衰变数等于

核内D N A含量乘D N A 比活性的积分
,

因此
,

从 t :到 tz时间内的累积剂量 D 。
可由下式计算

:

D
。
一

丁:{
D
尹

“ , d`

式中 D
`
( t )是 t时刻的剂量率

,

如 t取 t :
、

t :
、

t 3

… … t
。 ,

D , ( t 。 )

相应地 D
`
( t ) 为 D`

( t
,
)

、

D
`
( t

:
)

、

… … D ` (t
。

) , 从而可用 下式 近 似地计
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