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PFKFB3在胶质瘤组织中的表达及其对H4细胞恶性生物学行为的影响
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[摘 要] 目的：探讨恶性胶质瘤组织中糖酵解限速酶 6-磷酸果糖激酶-2/果糖双磷酸酶-2同工酶 3（6-phosphofructo-2-kinase/

fructose-2,6-biphosphatase 3,PFKFB3）的表达水平及PFKFB3抑制剂PFK15对胶质瘤H4细胞增殖、迁移、克隆形成和体内成瘤的

影响。方法：采集2015年2月1日至2016年1月31日安康市中医医院神经外科手术切除的31例恶性脑胶质瘤及相应瘤旁组织

标本，应用免疫组化技术和Western blotting检测胶质瘤和瘤旁组织中PFKFB3的表达水平。用不同浓度的（1.25、2.5、5.0 μmol/L）

PFK15抑制胶质瘤H4细胞的PFKFB3表达，通过MTT法、EdU细胞增殖实验、细胞划痕实验、Transwell侵袭实验、克隆形成实验

和裸鼠体内成瘤实验分别观察PFK15对H4细胞增殖、迁移、侵袭、克隆形成和体内成瘤的影响。结果：PFKFB3在胶质瘤组织中

阳性率显著高于瘤旁组织[（80.60±8.98）% vs（41.57±10.16）%，P<0.05]。MTT和EdU实验结果显示，PFK15可明显抑制H4的增

殖活性（P<0.05），且抑制作用具有浓度依赖性。PFK15处理后的H4细胞迁移、侵袭和克隆形成能力明显低于对照组（均P<

0.05）。注射PFK15的裸鼠H4细胞移植瘤体积明显小于对照组裸鼠[（254.15±154.25）vs（801.52±224.25）mm3，P<0.01]。结论：
PFKFB3在恶性胶质瘤组织中高表达，下调PFKB3可显著抑制胶质瘤H4细胞的恶性生物学行为和体内成瘤，PFKFB3可作为恶

性胶质瘤生物治疗潜在的分子靶点。
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Expression of PFKFB3 in brain glioma tissues and its effect on malignant biologi-

cal behaviors of H4 cells
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ang 725000, Shaanxi, China；2. Department of Encephalopathy，the Second Affiliated Hospital of Shaanxi University of Traditional
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[Abstract] Objective: To evaluate the expression of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2, 6-biphosphatase 3(PFKFB3) in malignant glioma

tissues and the effects of inhibitor of PFKFB3(PFK15) on the proliferation, migration, invasion, clone formation and tumorigenesis of H4

cells. Methods: Malignant brain glioma tissues and corresponding paratumor tissues from 31 patients, who were hospitalized in Department

of Neurosurgery, Ankang Hospital of Traditional Chinese Medicine during February 1, 2015 to January 31, 2016 for operative treatment,

were collected for this study. Immunohistochemistry and western blotting assays were applied to detect the expression of PFKFB3 in collected

tissues. PFKFB3 in H4 cells were blocked by PFK15 (1.25, 2.5, 5.0 μmol/L). The effect of PFK15 on proliferation, migration, clone formation

and tumorigenesis of H4 cells were determined by MTT assay, EdU incorporation assay, wound healing assay, Transwell assay, colone

formation assay and in vivo xenograft bearing nude mice model respectively. Results: Positive expression rate of PFKFB3 was significantly

higher in malignant glioma tissues compared with normal adjacent tissues[(80.60±8.98)% vs (41.57±10.16)%, P<0.05]. The results of MTT

assay and EdU incorporation assay indicated that PEK15 significantly inhibited the proliferation of H4 cells in a concentration dependent

manner. The migration, invasion and clone formation activity of H4 cells were significantly reduced by treatment with PFK15 (all P<0.05).

In tumor bearing nude mice, the tumor volume of mice treated with PFK15 was significantly smaller than that of mice from control group

([254.15±154.25] vs [801.52±224.25] mm3, P<0.05). Conclusion: PFKFB3 was highly expressed in malignant glioma tissues. Blocking of

PFKFB3 by PFK15 significantly reduced the malignant biological behaviors and tumorigenesis of H4 cells in vitro and in vivo, which may
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serve as a promising target for the treatment of malignant gliomas.

[Key words] malignant gliomas；H4 cell; glycolysis；phosphofructokinase-2/fructose-2, 6-bisphosphatase 3 (PFKFB3); PFK15

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(4): 363-369. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.04.008]

恶性胶质细胞瘤（胶质瘤）占原发脑肿瘤的 60%

以上，是成人最常见的原发性脑肿瘤[1-3]。脑胶质瘤

呈浸润性生长，与脑组织无明确分界，手术治疗仅能

在保存神经功能的前提下尽可能切除肿瘤组织，常

难以彻底切除，导致脑胶质瘤预后较差，患者中位生

存期仅为10~12个月[1-2]。因此，研究胶质瘤的发生发

展的相关机制，对于寻求更好的治疗方法有重要的

临床意义。有研究[4-5]证实，大多数恶性肿瘤细胞产

生能量的方式是糖酵解，且糖酵解与恶性肿瘤的发

生发展及转移密切相关。6-磷酸果糖激酶-2/果糖双

磷酸酶-2同工酶3（6-phosphofructo-2-kinase/fructose-

2,6-biphosphatase 3,PFKFB3）是磷酸果糖激酶（phos-

phofructokinase,PFK）的一种亚型，是糖酵解过程中

重要的限速酶，其在部分肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭

和转移中起重要作用[6-8]。糖酵解中涉及的限速酶可

能是恶性肿瘤治疗的重要靶点。但目前尚未见胶质

瘤中糖酵解限速酶的表达情况及其在胶质瘤发生发

展中作用的研究报道。本课题通过检测脑恶性胶质

瘤组织中 PFKFB3 表达水平以及 PFKFB3 抑制剂

PFK15对胶质瘤H4细胞增殖、迁移、克隆形成和体内成

瘤的影响，以期为恶性胶质瘤的治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 临床资料

采用 2015年 2月 1日至 2016年 1月 31日在安康

市中医医院神经外科手术切除的31例恶性脑胶质瘤

标本及相应瘤旁组织，所有标本均由两位病理医师

独立诊断，并结合患者临床表现、影像学及组织学特

点确诊。患者年龄8~72岁，中位年龄37.81岁；男性9

例，女性 22例；病变部位：额叶 16例，顶叶 2例，颞叶

10例，枕叶 3例；病理类型(除 7例无分类资料外)：星

形胶质细胞瘤8例，成胶质细胞瘤10例，少突胶质细

胞瘤 6例；肿瘤（WHO）分期：Ⅰ-Ⅱ期 14例，Ⅲ-Ⅳ期

17例；所有患者均无饮酒爱好，多数患者无吸烟爱好

（7例吸烟外）。标本获取前均告知患者并签署知情同意

书，研究方案经安康市中医医院伦理委员会批准。

1.2 细胞系及主要试剂

人胶质瘤H4细胞来源于中国典型培养物保藏中

心。胰蛋白酶、双抗（青霉素+链霉素）胎牛血清

（FBS）、DMEM 培养基(美国 Hyclone 公司)，基质胶

（美国BD公司），RIPA裂解液（上海生工生物工程有

限公司），含DAPI封片剂（武汉谷歌生物科技有限公

司），ECL 化学发光试剂盒 (美国 Thermo Fisher)，

PFKFB3一抗β-actin（美国Sigma公司），PFK15（美国

Selleck 生物科技有限公司），Transwell 小室（美国

Corning公司），EdU试剂盒（广州锐博生物科技有限

公司）。

1.3 免疫组化法检测胶质瘤组织中PFKFB3的表达

标本取材后切成小块组织，4%多聚甲醛固定、常

规制片（片厚4 μm）。脱蜡、梯度乙醇入水、高压抗原

修复、羊血清 37 oC孵育切片 20 min，甩去血清，滴加

PFKFB3一抗（1∶200）或Ki-67一抗，4 oC孵育过夜。

滴加相应辣根过氧化物酶标记的二抗约50 μl完全覆

盖切片，37 oC孵育20 min。PBS缓冲液漂洗后，滴加

链霉亲和素-过氧化物酶，37 oC孵育20 min。PBS缓

冲液漂洗后，于光镜下显色。苏木精复染、常规脱水

和封片，光镜下观察PFKFB3阳性细胞的百分比。评

分采用：(1) 阳性着色细胞数：随机观察5个高倍视野

（×200）/张切片，计算阳性细胞百分比，然后统计该样

本平均阳性细胞百分比；(2) 染色强度：随机拍摄5个

高倍视野（×200）/张切片，利用 Image-Pro Plus 软件

统计 PFKFB3着色强度。染色评分由 2名经验丰富

的病理医师进行双盲阅片完成，取其平均值。

1.4 细胞培养

将胶质瘤H4细胞培养于含 10% FBS的DMEM

培养基中，置于 37 °C、95%湿度、5% CO2、饱和湿度

条件下，隔天换液，每3 d传代一次。

1.5 Western blotting检测胶质瘤组织中 PFKFB3蛋

白的表达

收获组织总蛋白，BCA法测蛋白浓度。按所测

蛋白浓度计算样品和NaCl、5×上样缓冲液体积后，将

其混合并置于95 °C水浴锅中水浴5 min。配制聚丙

烯酰胺凝胶，80 V恒压下蛋白电泳至分离胶与浓缩

胶界面时换为120 V电压，然后200 mA，2 h恒流下将

蛋白转至 PVDF膜。封闭 2 h 后 ，以 PFKFB3（1∶

1 000）、β-actin（1∶10 000）抗体4 °C孵育过夜。TBST

洗膜 3 次，每次 10 min。二抗孵育 2 h，TBST 洗膜 3

次，每次 10 min。化学发光剂显色后，蛋白凝胶成像

系统分析样品中目标蛋白的相对含量。

1.6 MTT法检测PFK15对H4细胞增殖的影响

取对数期生长的H4细胞，调整细胞悬液浓度加

入 96孔板：每孔加入 100 μl，使细胞调密度为 1×103~

1×104/孔。细胞分为对照组和实验组，实验组细胞分

别加入终浓度为1.25、2.5、5.0 μmol/L的PFK15；对照

组加入等体积PBS。于5% CO2、37 °C培养箱孵育0~

72 h，每孔加入 10 μl MTT溶液（5 mg/ml），继续培养
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4 h。终止培养，小心吸去孔内培养液。每孔加入

100 μl二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，使结

晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪于波长490 nm处

测量各孔的光密度（D）值。实验重复3次。

1.7 EdU细胞增殖实验检测 PFK15对H4细胞增殖

的影响

将H4细胞以 1×105/孔加入 12孔板，当细胞汇合

度达50%~60%时，将细胞分为对照组和实验组，实验

组分别加入终浓度为1.25、2.5、5.0 μmol/L的PFK15；

对照组加入等体积PBS。EdU溶液用细胞培养基稀

释(1:1 000)制成 50 μmol/L的EdU培养基。加入 100

μl培养基/孔孵育 2 h，弃培养基。PBS清洗细胞 1~2

次，加入50 μl细胞固定液（即含4%多聚甲醛的PBS）

室温孵育30 min，弃固定液；加入50 μl甘氨酸（2 mg/

ml）溶液/孔，脱色摇床孵育 5 min后，弃甘氨酸溶液；

加入100 μl PBS/孔，脱色摇床清洗5 min，弃PBS。加

入 100 μl的Apollo®染色反应液，避光、室温、脱色摇

床孵育30 min后，弃染色反应液；加入100 μl甲醇/孔

清洗 1~2次，PBS清洗 1次。用含有DAPI封片剂封

片。荧光显微镜下观察并拍照，增殖细胞核被标EdU

试剂标记为绿色。每张玻片随机选取5个视野，统计

增殖细胞占总细胞比例。实验重复3次。

1.8 细胞划痕实验检测 PFK15 对 H4 细胞迁移的

影响

将对数生长期的H4细胞接以 5×105/孔接种于 6

孔板中，培养24 h后，以20 μl黄色无菌吸头沿培养孔

的正中划一道划痕，PBS轻轻冲洗并吸收游离细胞。

其中实验组细胞中分别加入终浓度为 1.25、2.5、5.0

μmol/L的PFK15。分别统计各组中划痕区域内细胞

数目并与对照组进行统计学比较。实验重复3次。

1.9 Transwell侵袭实验检测 PFK15对H4细胞侵袭

能力的影响

将铺有基质胶Transwell小室置于 24孔板上，在

下室加入 500 μl含有不同浓度的 PFK15（1.25、2.5、5

μmol/L）的完全培养基，小室内加入 300 μl无血清培

养基垂悬的H4细胞。培养24 h后，从培养箱中取出

Transwell小室，PBS清洗，用棉签擦去上层基质胶和

细胞，95%乙醇固定10 min，结晶紫染色10 min，PBS

冲洗3次，显微镜下观察并拍照。分别统计各组中穿

过基质胶的细胞数目并与对照组进行统计学比较。

实验重复3次。

1.10 克隆形成实验检测PFK15对H4细胞克隆形成

率的影响

取对数生长期的H4细胞，0.25%胰蛋白酶消化

并吹打成单个细胞，悬浮在 10%胎牛血清的DMEM

培养液中备用。每组细胞分别以每皿50、100、200个

细胞密度分别接种含 10 ml 37 °C 预温培养液的皿

中，并轻轻转动，使细胞分散均匀。实验组加入 2.5

μmol/L的PFK15；对照组加入等体积PBS。置于培养

箱连续培养，当培养皿中出现肉眼可见的克隆时，终

止培养。弃去上清液，用PBS小心浸洗 2次。加 4%

多聚甲醛固定细胞5 ml固定15 min。去固定液，加适

量GIMSA染色液孵育 15 min，然后用流水缓慢洗去

染色液，空气干燥。最后计算克隆形成率，克隆形成

率(%)=（克隆数/接种细胞数）×100%。实验重复 3

次。

1.11 裸鼠体内成瘤模型的构建和观察

将对数生长期的H4细胞以 PBS重悬制成细胞

密度为1×107/ml悬液，取200 μl注射于裸鼠腹侧皮下

（每组各 8 只），实验组裸鼠每隔 2 d 经尾静脉给与

PFK15（15 mg/kg），连续注射 3次。对照组裸鼠注射

等量的PBS。观察并测量和记录肿瘤大小。肿瘤体

积计算公式为：1/2（长×宽×厚）。观察期结束后，处死

裸鼠，取下肿瘤标本及肺组织，制成石蜡切片，用免

疫组化染色法检测体内肿瘤组织中Ki-67表达水平。

1.12 统计学处理

应用SPSS20.0统计软件，计量资料以 x̄±s表示，

两组间比较采用 t检验,多组间比较采用F检验；计数

资料以百分率表示，两组间比较采用 χ2检验。以P＜

0.05或P＜0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PFKFB3蛋白在胶质瘤组织中高表达

免疫组化染色结果（图 1A）显示，肿瘤组织内

PFKFB3 着色部位（褐色）主要位于细胞浆内，且

PFKFB3蛋白在胶质瘤组织中阳性表达率显著高于

肿瘤旁组织[（80.60±8.98）% vs（41.57±10.16）%，t=

5.886，P<0.05]。Western blotting检测结果（图 1B，C）

显示，胶质瘤组织中PFKFB3蛋白的表达水平明显高

于肿瘤旁组织(t=5.249，P<0.01）。

2.2 PFK15抑制胶质瘤细胞的增殖

MTT细胞增殖实验结果（图 2A）显示，36 h后 3

种不同浓度 PFK15的H4细胞增殖活性低于对照组

细胞，呈明显的浓度依赖性，尤以 5.0 μmol/L组的抑

制作用最强(F=18.35，P<0.05或P<0.01）。EdU实验

结果（图2B、C）证实，PFK15明显抑制H4细胞的增殖

活性（F=22.07，P<0.05 或 P<0.01）。结果表明，下调

PFKFB3表达，可抑制胶质瘤细胞的增殖能力。

2.3 PFK15抑制胶质瘤细胞的迁移和侵袭

细胞划痕愈合实验结果（图3A，B）显示，刮除细

胞 24 h后，PFK15处理组H4细胞划痕愈合率明显低

于对照组(P<0.05或P<0.01)。Transwell侵袭实验检

·· 365



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(4)

测结果（图3C,D）发现，PFK15处理组H4细胞穿膜数

量明显少于对照组 (P<0.05 或 P<0.01)。结果证实

PFK15抑制胶质瘤细胞的迁移和侵袭能力。

**P<0.01 vs Para-tumor tissue

A: Expression of PFKFB3 in glioma tissues and paratumor tissues (Immunohistochemistry staining, ×200); B:Expression of PFKFB3 in

glioma tissues and paratumor tissues detected by Western blotting；C: Relative density of Western blotting

图1 PFKFB3蛋白在恶性胶质瘤和瘤旁组织中的表达

Fig. 1 Expression of PFKFB3 protein in malignant glioma tissues and paratumor tissues

*P<0.05，**P<0.01 vs Ctrl group

A: Proliferation rate of H4 cells after treated with PFK15; B: Proliferation of H4 cells after treated with PFK15 determined by EdU as-

say (EdU staining, ×200); C: Quantitative data of EdU assay

图 2 PFK15抑制恶性胶质瘤H4细胞增殖活性

Fig. 2 PFK15 suppressed the proliferation activity of malignant glioma cells

2.4 PFK15抑制胶质瘤细胞克隆形成

细胞克隆形成实验结果（图 4A）显示，实验组加

入终浓度为2.5 μmol/L的PFK15时，当接种相同数量

的H4细胞时，细胞克隆形成的数目明显少于对照组

（t=7.176，5.78，8.27；均P<0.05）]；PFK15可明显降低

恶性胶质瘤细胞克隆形成的比例（t=6.547，6.94，

9.52；均P<0.01；图 4B）。以上结果说明，PFKFB3可

能在胶质瘤细胞克隆形成中起重要作用，抑制

PFKFB3可降低胶质瘤细胞增殖活性。

2.5 PFK15抑制胶质瘤细胞体内成瘤

成功建立裸鼠皮下胶质瘤模型。注射 PFK15

（15 mg/kg）后，实验组裸鼠的肿瘤体积明显小于对照

组肿瘤（t=10.57，P<0.01；图 5A）；肿瘤质量也明显低

于对照组肿瘤（t=3.372，P<0.01；图5B）。免疫组化染

色结果（图5B）显示，实验组肿瘤组织中ki-67表达水

平明显低于对照组肿瘤组织（t=4.571，P<0.01；图

5C）。以上结果表明，PFK15明显抑制胶质瘤H4细

胞体内成瘤活性。

3 讨 论

根据中国国家癌症中心发布的《2015年中国癌

症统计》显示，仅 2015年中国就有 429.2万例新发肿

瘤病例和281.4万例癌症死亡病例，这相当于平均每

天有12 000人罹患肿瘤、7 500人死于癌症[9-10]。恶性
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胶质瘤是人类常见的肿瘤之一[3, 11]。目前胶质瘤的治

疗主要为手术、中医药、放疗、化疗和 γ刀等[12]，其疗

效不尽人意，患者 5年生存率低于 50%。因此，研究

胶质瘤的发病机制和治疗靶点具有重要的现实意

义。近年来肿瘤生物治疗发展迅速，为胶质瘤的治

疗提供了新的方法[13]，用于胶质瘤治疗的分子靶向药

物逐渐增多，如各种激酶抑制剂和单克隆抗体

等[14-16]。尽管取得了一些疗效，但仍然不能满足临床

需要。

*P<0.05，**P<0.01 vs Ctrl group

A: Effects of PFK15 on the migration of H4 cells detected by wound healing assay；B: Quantitative data of the Wound healing assays；

C: Effect of PFK15 on invasion of H4 cells analyzed by transwell system (Crystal violet staining,×200)；D: Quantitative data of the in-

vasion assays using Transwell chamber system

图3 PFK15抑制恶性胶质瘤细胞迁移和侵袭

Fig. 3 PFK15 suppressed the migration and invasion of malignant glioma cells

**P<0.01 vs Ctrl group

A: PFK15 suppressed the clone formation of H4 cells (gimsa staining，×200); B: Quantitative data of clone formation of H4 cells

图4 PFK15抑制恶性胶质瘤细胞克隆形成

Fig. 4 PFK15 suppressed the clone formation of malignant glioma cells

有研究[4，17]表明，肿瘤细胞的一个普遍特点是即

使在氧含量正常的情况下，葡萄糖摄取量和乳酸的

积累量也会逐渐升高，利用糖酵解作为主要能量代

谢的来源，获得更高的糖分解能力，使得葡萄糖转变
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为乳酸来产生ATP，这种现象被称为Warburg效应。

Warburg效应代表着肿瘤细胞对葡萄糖利用方式由

氧化磷酸化到糖酵解的转变，现在被认为是肿瘤的

一大特征。肿瘤细胞糖酵解增强主要是由于糖酵解

关键酶的表达或者活性增强。已糖激酶2（HK2）、磷

酸果糖酶（PFK）、M2型丙酮激酶（PKM2）等糖酵解

关键酶已经成为肿瘤标志物，它们的表达与活性可

以影响肿瘤的糖酵解，进而影响肿瘤细胞的增殖。

PFKFB3在肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭和转移中起重

要作用[6-8]，因此阻断PFKFB3可能成为肿瘤治疗的新

方法。

**P<0.01 vs Ctrl group

A,B: Volume and mass of the harvested xenograft tumors；C: Ki-67 expression in in xenogratf tumor tissues were determined by

immunohistochemical staining (×200)

图5 PFK15抑制恶性胶质瘤细胞体内成瘤

Fig. 5 PFK15 suppressed the tumorigenesis of malignant glioma cells

本研究首先通过免疫组化和Western blotting手

段检测了胶质瘤患者标本中的糖酵解限速酶

PFKFB3的表达，结果发现胶质瘤中PFKFB3的表达

水平明显高于肿瘤旁组织（P<0.01）。正是这种肿瘤

细胞相对特异性的表达，使得PFKFB3具有成为肿瘤

治疗靶点的分子基础。随后，利用PFKFB3的抑制剂

PFK15 抑制胶质瘤中 PFKFB3 的表达，MTT 试验和

EdU试验结果显示，不同浓度的PFK15（1.25、2.5、5.0

μmol/L）可明显地抑制胶质瘤细胞的增殖活性，且抑

制作用具有浓度依赖性。恶性胶质瘤的生长特点是

浸润性生长，与正常脑组织无明显界限。划痕试验

和Transwell试验结果显示，PFK15可抑制胶质瘤细

胞迁移和侵袭。通过裸鼠体内成瘤实验观察PFK15

（15 mg/kg）对胶质瘤细胞体内成瘤能力和增殖活性

的影响，结果发现实验组裸鼠肿瘤质量和体积明显

小于对照组（P<0.01），证明 PFK15可以抑制胶质瘤

细胞体内成瘤活性。组织免疫组化染色结果显示，

实验组胶质瘤组织中ki-67表达水平明显低于对照组

肿瘤标本，表明PFK15可抑制胶质瘤H4细胞体内增

殖活性。

本研究中体外实验和动物实验所用的PFK15浓

度均是参考了相关文献和说明书以及预试验结果确

定的。体外细胞实验时，PFK15溶解于培养基中，因

此以摩尔浓度为单位更为合理；但在动物实验中，药

物的剂量与动物的重量有关，为了消除体质量对药

物效果的影响，采用了以单位体质量（kg）接受的

PFK15为计量单位。

综上所述，本研究表明，胶质瘤中糖酵解限速酶

PFKFB3表达水平明显高于瘤旁组织。更重要的是，

体外细胞实验和体内动物实验结果证实，抑制胶质

瘤细胞中的 PFKFB3，可以明显抑制胶质瘤的增殖、

侵袭、转移和体内成瘤，证明抑制PFKFB3可以取得

抑制肿瘤的实际效果。胶质瘤细胞有较正常细胞更

高水平的糖酵解，而作为糖酵解过程中重要的限速

酶 PFKFB3，可作为胶质瘤生物治疗的分子靶点，为

胶质瘤的治疗提高新思路。当然，本研究还存在一

些不足，如采用的是恶性胶质瘤裸鼠皮下移植瘤模

型，其与大脑内原发的恶性胶质瘤存在一定的差异，

特别是血脑屏障的存在可能对PFK15进入脑组织的

效率产生一定的影响。因此，本研究要想应用于临

床，还需要解决如何将 PFK15有效的递送至大脑内

的问题。相信随着纳米技术的发展，该问题将会得

到很好的解决。
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