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度洛西汀对抑郁症大鼠行为及海马和前额叶皮质中 Ｓ１００Ｂ基因
甲基化的影响

董　娇，冀紫阳，谷景阳，邵秋静，王长虹
（新乡医学院第二附属医院临床精神卫生学教研室，河南　新乡　４５３００２）

摘要：　目的　探讨度洛西汀对抑郁症大鼠行为及海马和前额叶皮质中Ｓ１００Ｂ基因甲基化的影响。方法　３０只
成年雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅ大鼠按随机数字表法分为对照组、抑郁症组和度洛西汀组，每组１０只。抑郁症组和度洛西汀
组大鼠于实验第１～４２天给予慢性不可预见性刺激（ＣＵＭＳ）制备抑郁症模型，度洛西汀组大鼠于实验第２２～４２天给
予度洛西汀灌胃（７．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）。对照组大鼠不给予 ＣＵＭＳ及任何干预措施。各组大鼠分别于造模前（实验
前）、造模后（实验第２１天）及药物干预后（实验第４２天）进行旷场实验、避暗实验，评估３组大鼠的行为学变化；最后
１次行为学评估后，处死大鼠取脑组织，采用甲基化特异性聚合酶链反应检测大鼠海马和前额叶皮质中Ｓ１００Ｂ蛋白编
码基因启动子区ＣｐＧ岛甲基化状态。结果　造模前３组大鼠行为学指标比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。对照
组大鼠造模前、造模后及干预后旷场实验中水平运动评分、垂直运动评分及避暗实验中潜伏期比较差异均无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。与造模前比较，造模后抑郁症组、度洛西汀组大鼠旷场实验中水平运动评分、垂直运动评分减少
（Ｐ＜０．０５），避暗实验中潜伏期延长（Ｐ＜０．０５）。造模后抑郁症组与度洛西汀组大鼠行为学指标比较差异均无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。与对照组比较，造模后抑郁症组、度洛西汀组大鼠体质量降低，旷场实验中水平运动评分、垂直运动
评分减少（Ｐ＜０．０５），避暗实验中潜伏期延长（Ｐ＜０．０５）。与造模后比较，干预后度洛西汀组大鼠旷场实验中水平运
动评分、垂直运动评分增加（Ｐ＜０．０５），潜伏期缩短（Ｐ＜０．０５）。与抑郁症组比较，干预后度洛西汀组大鼠体质量及旷
场实验中水平运动评分、垂直运动评分增加（Ｐ＜０．０５），潜伏期缩短（Ｐ＜０．０５）。３组大鼠海马及前额叶皮质中均未
呈现Ｓ１００Ｂ蛋白编码基因启动子区ＣｐＧ岛甲基化状态。结论　度洛西汀可以显著改善抑郁症模型大鼠的行为学表
现，其机制可能与海马及前额叶皮层中Ｓ１００Ｂ基因的甲基化状态无关。
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００５）．ＴｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆＣｐＧｉｓｌａｎｄｉｎｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｏｆＳ１００Ｂｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｗａｓｎｏｔｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ａｎｄｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｄｕｌｏｘｅｔｉｎｅｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒａｌｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｏｆｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｎｏｔｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆＳ１００Ｂｇｅｎｅｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｄｕｌｏｘｅｔｉｎｅ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ；Ｓ１００Ｂｇｅｎｅ；ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　　随着生活压力的增加，抑郁症发病率越来越高，
据统计，到２０２０年抑郁症将成为全球第２大致残性
疾病［１２］，但目前其发病机制尚不明确。研究发现，

神经胶质细胞在抑郁症尤其是难治性抑郁症的发病

中起到重要作用［３４］，而 Ｓ１００Ｂ作为神经胶质细胞
的主要标志物，被认为是抑郁症的筛选指标，且是表

观遗传的重要基因［５］。表观遗传学是研究在无细

胞核ＤＮＡ序列改变的情况下，基因功能的可逆的、
可遗传的改变，ＤＮＡ甲基化是其最重要的表观遗传
修饰方式之一。最近的研究显示，Ｓ１００Ｂ蛋白表达变
化可能取决于 Ｓ１００Ｂ基因调控区的 ＤＮＡ甲基化程
度［６］，而关于Ｓ１００Ｂ基因甲基化在抑郁症治疗中的作
用尚未见报道。度洛西汀为常用的抗抑郁剂，研究显

示，其能够激活抑郁模型大鼠海马和前额叶皮层

Ｓ１００Ｂ蛋白活性［７］。本研究通过对大鼠进行慢性不

可预见性温和应激（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，
ＣＵＭＳ）建立抑郁模型，以选择性５羟色胺再摄取抑制
剂（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｓｅｒｏｔｏｎｉｎｒｅｕｐｔａｋｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＳＳＲＩ）度洛西
汀为干预药物，从表观遗传学层面探讨Ｓ１００基因甲
基化在度洛西汀治疗抑郁症中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　３０只清洁级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅ
大鼠，体质量２００～３００ｇ，喂养于湿度４０％ ～５０％、
温度（２４±１）℃的独立通气笼系统，自由摄食、水。
大鼠购于北京维通利华实验动物技术有限公司，许

可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１，质量合格证号：
１１４００７００１３９２３２。
１．２　药物、试剂与仪器　盐酸度洛西汀肠溶胶囊

（美国礼来亚洲公司，批准文号：Ｈ２０１５０２８７），血液
基因组ＤＮＡ提取试剂盒ＤＰ３０４（北京天根生化科技
有限公司），引物合成、ＳＫ２０７２Ｎ聚合酶链反应（ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增试剂盒（上海生工生
物工程股份有限公司），Ｄ５００５ＤＮＡ甲基化修饰试剂
盒（美国Ｚｙｍｏ公司），ＤＬ５００ＤＮＡＭａｒｋｅ（大连宝生工
程科技有限公司）；ＣＨ２０光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司），ＤＭ２０００图像采集系统（德国徕卡公司），大鼠
ＤＢＡ２型程控避暗箱（上海软隆科技发展有限公司），
ＺＦ１Ｂ紫外透射分析仪（上海嘉鹏科技有限公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　实验分组　３０只大鼠采用随机数字表法分
为对照组、抑郁症组和度洛西汀组，每组１０只。
１．３．２　抑郁症大鼠模型制作　抑郁症组和度洛西
汀组大鼠均孤养，并给予４２ｄＣＵＭＳ，制备抑郁症模
型；对照组大鼠以每笼３只正常环境饲养６周，不给
予ＣＵＭＳ。ＣＵＭＳ包括：电击足底（电压６０Ｖ，电流
１ｍＡ，每次１５ｓ，间隔３５ｓ刺激１次，共２０次）、摇
晃鼠笼（频率为１次·ｓ－１，１０ｍｉｎ）、强迫游泳（水温
４℃，水深约 ３５ｍｍ，每次 ５ｍｉｎ，每日 １次）、夹尾
（使用大卵圆钳夹住大鼠尾部近体 １／３处，每次
２ｍｉｎ）、热应激（大鼠装入狭口瓶置于４５℃恒温箱
５ｍｉｎ）、禁食２４ｈ、禁水２４ｈ、噪音刺激（１５００Ｈｚ，
９５ｄＢ，每日１ｈ）、潮湿垫料２４ｈ（将２６０ｍＬ水加入
有锯末的鼠笼）、１２０ｍｉｎ行为限制（将大鼠的头部
置于行为限制筒的开口端，不可影响其呼吸）。以

上各种刺激随机排列，每种刺激使用少于３次，且同
种刺激不可以连续出现，使大鼠不能预测刺激的

发生。
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１．３．３　药物干预　度洛西汀组大鼠于实验第２２～
４２天的７：３０给予度洛西汀７．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１（溶
于１ｍＬ生理盐水中）灌胃，连续治疗２１ｄ。对照组
和抑郁症组大鼠不给予任何干预。

１．４　观察指标
１．４．１　大鼠行为学评估　分别于造模前（实验
前）、造模后（实验第２１天）及药物干预后（实验第
４２天）对３组大鼠进行体质量测定、旷场实验及避
暗实验，评估大鼠行为学变化。（１）体质量。（２）旷
场实验：先将大鼠放入场箱正中的方格内，观察并记

录５ｍｉｎ内大鼠水平运动和垂直运动评分。大鼠穿
越底面方格数为水平运动分数，４只爪均进入同一
个方格内计１分，但若大鼠沿着线走，每走１０ｃｍ计
１分。以大鼠后肢直立次数为垂直运动分数，大鼠２
只前爪抬起或抓附箱壁，离开箱底１ｃｍ为准，待大
鼠放下前爪才可计１分。旷场实验于８：００～１２：００
进行，保持房间安静，每次都由相同的 ２人观察记
录。每只大鼠观测后要打扫干净箱底，才可进行下

一只大鼠的观测。（３）避暗实验：大鼠 ＤＢＡ２型程
控避暗箱有２间反应箱，可分为明箱和暗箱，箱间隔
板上有１个直径３ｃｍ的圆形洞口，明箱和暗箱底部
都装有铜栅，暗箱底部铜栅通３６Ｖ的电刺激，明箱
底部则不通电，训练时将大鼠放入明室中，先适应环

境３ｍｉｎ，然后通电，大鼠因嗜暗性钻入暗室进而遭
受到电击，此时大鼠可从暗室自行逃回明室，获得记

忆，如此训练５ｍｉｎ；２４ｈ后重新开始测试，测试时先
通电，然后将大鼠放入明室，同时开始计时间，记录

从大鼠放入明室至第１次进入暗室遭到电击的时间
（即为潜伏期）。

１．４．２　ＤＮＡ甲基化的检测　（１）标本采集：３组大
鼠最后一次行为评估后给予１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛
（３ｍＬ·ｋｇ－１）腹腔注射麻醉，将其固定在手术台
上，快速断头，取右半球海马和前额叶皮质组织置入

收集管中，液氮中保存，备用。（２）提取样品基因组
ＤＮＡ：液氮冰冻研磨组织样品后经反复离心，最后收
集溶液于 ＥＰ管中，提取的 ＤＮＡ样本于 －２０℃保
存。（３）基因组 ＤＮＡ的亚硫酸氢盐修饰：将２０μＬ
ＤＮＡ样品和 １３０μＬＣＴＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ添加到
ＰＣＲ管中，充分混匀，９８℃放置１０ｍｉｎ，６４℃放置
２．５ｈ，添加６００μＬ的 Ｍ结合缓冲液至 ＺｙｍｏＳｐｉｎ
ＩＣ柱中，将 ＺｙｍｏＳｐｉｎＩＣ柱放入收集管中，充分混
合样品，全速（＞１００００ｒ·ｍｉｎ－１）离心３０ｓ，除去流
出液，添加１００μＬ的 Ｍ洗涤缓冲液（ＭＷａｓｈＢｕｆｆ
ｅｒ）到ＺｙｍｏＳｐｉｎＩＣ柱中，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｓ，

添加２００μＬ的 Ｍ脱磺化缓冲液至 ＺｙｍｏＳｐｉｎＩＣ柱
中，室温（２０～３０℃）下放置 １５～２０ｍｉｎ，培养后
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｓ，再重复２次添加２００μＬ的
Ｍ洗涤缓冲液到ＺｙｍｏＳｐｉｎＩＣ柱中，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心３０ｓ，最后添加１０μＬ的 Ｍ洗脱缓冲液到 Ｚｙ
ｍｏＳｐｉｎＩＣ柱基质中，将 ＺｙｍｏＳｐｉｎＩＣ柱放置于
１．５ｍＬ的离心管中，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｓ洗脱
ＤＮＡ；处理过的 ＤＮＡ可立即进行分析或 －７０℃冰
箱保存待测。（４）甲基化特异性 ＰＣＲ：Ｓ１００Ｂ甲基
化特异性引物序列：上游为 ５′ＴＴＡＧＴＴＴＴＡＧＴ
ＴＡＣＧＧＡＴＡＧＡＴＧＣＧ３′，下游为 ５′ＣＡＣＡＡＡＡＡＡ
ＡＡＴＡＣＴＡＡＡＡＡＴＣＧＡＡ３′；Ｓ１００Ｂ非甲基化特异性
引物序列：上游为 ５′ＴＡＧＴＴＴＴＡＧＴＴＡＴＧＧＡＴＡＧＡＴ
ＧＴＧＧ３′，下游为 ５′ＣＡＣＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＣＴＡＡＡＡＡＴ
ＣＡＡＡ３′。ＰＣＲ总 反 应 体 系 为 ５０μＬ，Ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ
ｄｄＨ２Ｏ２５μＬ，２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒ２２μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，
上 游 引 物 （１０μｍｏｌ·Ｌ－１）２ μＬ，下 游 引 物
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）２μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变
性５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５８℃４０ｓ，７２℃ ５０ｓ，共３５个
循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。（５）２５ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶
电泳：ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳 ４０ｍｉｎ，经紫
外透射分析仪观察电泳结果，ＤＭ２０００图像采集系
统摄取图像，实验重复３次。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计
分析。计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，数据
经方差齐性检验，多组比较采用单因素方差分析，组

间两两比较采用最小显著性差异法，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组大鼠行为学指标比较　结果见表１。造模
前３组大鼠行为学指标比较差异均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。对照组大鼠造模前、造模后及干预后
旷场实验中水平运动评分、垂直运动评分及避暗实

验中潜伏期比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
与造模前比较，造模后抑郁症组、度洛西汀组大鼠旷

场实验中水平运动评分、垂直运动评分减少，避暗实

验中潜伏期延长，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
造模后抑郁症组与度洛西汀组大鼠行为学指标比较

差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与对照组比较，
造模后抑郁症组、度洛西汀组大鼠体质量降低，旷场

实验中水平运动评分、垂直运动评分减少，避暗实验

中潜伏期延长，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
与造模后比较，干预后度洛西汀组大鼠旷场实验中

水平运动评分、垂直运动评分增加，潜伏期缩短，差
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异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与抑郁症组比较，
干预后度洛西汀组大鼠体质量及旷场实验中水平运

动评分、垂直运动评分增加，潜伏期缩短，差异均有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　３组大鼠行为学表现比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒａｌｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｒａｔｓ
ｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 体质量／ｇ
水平运动

评分

垂直运动

评分
潜伏期／ｓ

对照组 １０

　　造模前 ２０１．２±７．８ ８７．９±５．４ ２３．３±３．９ １３．１±５．３

　　造模后 ２９６．７±１０．１ ９１．８±４．９ ２４．３±６．２ １８．２±７．１

　　干预后 ３９５．０±８．２ ８５．３±８．０ ２３．４±４．３ １３．１±８．０

抑郁症组 １０

　　造模前 ２０５．２±６．４ ８９．６±７．３ ２２．３±４．１ １２．４±８．６

　　造模后 ２６７．１±６．４ａ１４．１±５．３ａｂ １２．３±５．１ａｂ ７５．４±１０．０ａｂ

　　干预后 ３２１．３±９．１ａ ９．２±６．１ａ ６．９±４．１ａ ７６．４±８．８ａ

度洛西汀组 １０

　　造模前 ２０４．４±６．６ ９０．０±６．８ ２２．１±４．８ １１．４±８．７

　　造模后 ２５４．８±５．３ａ １３．４±５．７ａｂ １３．１±４．３ａｂ ７８．７±９．３ａｂ

　　干预后 ３６４．８±１２．０ｃ８５．８±５．２ｃｄ ２２．２±６．１ｃｄ ４２．９±６．１ｃｄ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与造模前比较ｂＰ＜０．０５；与抑郁症

组比较ｃＰ＜０．０５；与造模后比较ｄＰ＜０．０５。

２．２　３组大鼠海马及前额叶皮质中 Ｓ１００Ｂ基因甲
基化比较　结果见图１和图２。３组大鼠海马及前
额叶皮质中所提取的 Ｓ１００Ｂ基因均未检出甲基化
条带。

注：Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化；Ａ：对照组；Ｂ：抑郁症组；Ｃ：度洛西汀组。

图１　３组大鼠海马组织中Ｓ１００Ｂ基因甲基化
Ｆｉｇ．１ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＳ１００Ｂｇｅｎｅｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓ
ｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

注：Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化；Ａ：对照组；Ｂ：抑郁症组；Ｃ：度洛西汀组。

图２　前额叶皮质中Ｓ１００Ｂ基因甲基化

Ｆｉｇ．２　ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＳ１００Ｂｇｅｎｅｉｎｔｈｅｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘ

ｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

抑郁症的发病机制主要与单胺类神经递质减

少、下丘脑垂体肾上腺皮质轴功能紊乱、神经营养
因子分泌失调、炎症反应等因素有关，但其确切机制

尚不明确［８］。研究表明，各种应激性生活事件特别

是长期的慢性压力与抑郁症的发生有一定的正相关

性［９］，而抗抑郁剂可以纠正这种抑郁症状［１０］。

目前，国内外广泛应用 ＣＵＭＳ制备抑郁症动物
模型，使其发病机制与人类抑郁症更加相近［１１］。本

实验结果显示，ＣＵＭＳ刺激２１ｄ后，大鼠表现出体质
量增长缓慢、运动能力下降、学习和记忆能力下降

（避暗实验潜伏期延长）等抑郁症表现，表明成功建

立了抑郁模型。与抑郁症组比较，度洛西汀组大鼠

在造模成功后干预２１ｄ，其运动能力增强，学习和记
忆能力提高，表明抑郁症表现得到改善，说明度洛西

汀能够改善抑郁模型大鼠的行为学表现。

Ｓ１００Ｂ主要由神经胶质细胞分泌，ＣＵＭＳ可造
成神经元损伤并使 Ｓ１００Ｂ表达升高，影响海马及前
额叶皮层的神经再生及可塑性，这种影响在有利的

环境中可增强治疗效果，在恶劣的环境中可增加精

神疾病的风险［１２］。ＲＯＮＧ等［１３］研究认为，Ｓ１００Ｂ蛋
白可能通过影响星形胶质细胞分泌而在抑郁症发生

及抗抑郁剂治疗中发挥重要作用。但有研究者认

为，Ｓ１００Ｂ表达升高虽然可能是重度或急性抑郁症
的生物学标志物，但其水平可能与抑郁症的严重程

度无相关性，治疗后 Ｓ１００Ｂ表达水平有相应的波
动，但并不能反映治疗的临床疗效变化［１４１６］。王国

栋等［１７］研究认为，抗抑郁剂可以逆转抑郁大鼠海马

组织内Ｓ１００Ｂ高表达，但并非其抗抑郁作用机制。
越来越多的研究表明，ＤＮＡ甲基化与抑郁症有

密切的关系，ＳＯＮＧ等［１８］研究发现，抑郁症患者脑

源性神经营养因子基因的 ＤＮＡ甲基化状态发生了
显著变化，特别是在外显子启动子区，说明该基因的

ＤＮＡ甲基化可能是诊断抑郁症的一种生物标志物。
ＬＥＳ′ＮＩＡＫ等［６］研究发现，Ｓ１００蛋白表达变化可以反
映特殊类型的癌症，被认为是恶性肿瘤状态标志物，

且Ｓ１００蛋白表达变化可能取决于Ｓ１００基因调控区
的ＤＮＡ甲基化程度。本研究结果显示，抑郁症组及
度洛西汀组大鼠前额叶皮质与海马组织中 Ｓ１００Ｂ
基因经甲基化特异性聚合酶链反应后均未检出甲基

化状态，提示ＣＵＭＳ诱导的抑郁大鼠在相应干预后
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Ｓ１００Ｂ基因的转录未受甲基化的影响，即其 Ｓ１００Ｂ
基因的转录活性可能未受到甲基化抑制，而 Ｓ１００Ｂ
基因对应的受体的活性很可能是正常的。因此本研

究推断，以度洛西汀为代表的ＳＳＲＩ类抗抑郁药虽然
可以改善早期ＣＵＭＳ大鼠海马及前额叶皮质组织中
Ｓ１００Ｂ蛋白的活性［７］，但很可能不是通过改变海马

及前额叶皮质组织中 Ｓ１００Ｂ蛋白编码基因启动子
区ＣｐＧ岛甲基化而发挥效用。由于 ＤＮＡ甲基化可
能与组织的特异性有相应的关联性［１９］，因此，关于

Ｓ１００Ｂ在抑郁症发病及治疗中的具体机制尚有待进
一步研究。
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