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【摘要】 目的 探讨牙髓干细胞（dental pulp stem cells，DPSCs）释放的凋亡小体（apoptotic bodies，ABs）对巨噬

细胞极化及体内炎症反应的调节作用。方法 分离培养、鉴定人来源DPSCs并利用星孢菌素诱导其凋亡，对

ABs进行表征鉴定。将体外培养的巨噬细胞分为对照组、LPS组以及 LPS+ABs组，分别施加溶剂对照处理、

LPS处理、LPS和ABs共处理，观察巨噬细胞对ABs的吞噬情况以及各组M型巨噬细胞标志物CD206表达及细

胞因子释放水平的差异。构建小鼠皮肤创伤模型及小鼠葡聚糖硫酸钠结肠炎模型，分为 PBS组、DPSCs组及

ABs组，分别注射 PBS对照、DPSCs及DPSCs来源的ABs，观察各组小鼠体重、损伤局部组织形态、CD206表达、

组织再生及细胞因子表达等情况的差异。结果 分离培养的DPSCs表面标志物及分化潜能符合间充质干细

胞特征。DPSCs在凋亡过程中释放的ABs符合典型凋亡小体特征。ABs可被体外培养的巨噬细胞吞噬，并提

高 LPS处理组巨噬细胞 CD206表达、降低其促炎因子肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）和白细

胞介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）的释放，同时增加炎症调节因子转化生长因子⁃β（transforming growth factor⁃β，TGF⁃
β）的释放（P<0.01）。在皮肤创伤模型中，尾静脉注射ABs显著提高皮肤缺损愈合速度（P<0.05），降低创伤局

部炎性因子表达（P<0.01），并提高 CD206阳性细胞数量（P<0.01）；在结肠炎模型中，ABs有效维持小鼠体重

（P<0.05）和结肠长度（P<0.01），并显著增加局部 CD206阳性细胞数量（P<0.01）。结论 DPSCs释放的ABs可
促进M2型巨噬细胞极化并调节炎性反应，有望替代活细胞移植应用于炎症调节及组织再生。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of apoptotic bodies (ABs) derived from dental pulp stem cells (DP⁃
SCs) on macrophage polarization and inflammation response in vivo. Methods Human DPSCs were extracted, cultured
and identified. Staurosporine was used to apoptosis induction and differential methods were performed for ABs identifi⁃
cation. The in vitro cultured macrophages were divided into 3 groups: solvent control, lipopolysaccharide (LPS), and the
LPS+ABs. The macrophages were stimulated with LPS to induce inflammation followed by ABs treatment. In the untreat⁃
ed group, macrophages were added with an equal amount of solvent. The specific uptake of ABs by macrophages, the ex⁃
pression level of CD206 and the levels of inflammatory cytokines were analyzed. The mouse models of cutaneous
wounds and dextran sulfate sodium (DSS)⁃induced colitis were established, and the mice were randomly divided into 3
groups: the PBS⁃treated group, the DPSCs⁃treated group, and the ABs⁃treated group. The mice were injected with the
same volume of PBS, DPSCs and ABs, respectively. The body weight, histological pathology, the expression levels of
CD206 and cytokines, and the extent of tissue regeneration were measured. Results DPSCs and ABs derived from DP⁃
SCs were successfully isolated and characterized. ABs could be taken up by macrophage. While lipopolysaccharide
(LPS) induced production of tumor necrosis factor⁃ α (TNF⁃α) and interleukin⁃6 (IL⁃6), ABs significantly reduced the
levels of these pro⁃inflammatory cytokines and increased the expression of transforming growth factor⁃ β (TGF⁃β) and
CD206 (P < 0.01). In the cutaneous inflammatory wound model, the wound closure rate in mice intravenously injected
with ABs was significantly accelerated (P < 0.05). The administration of ABs markedly reduced the pro⁃inflammatory
factors levels and increased the CD206+ cell number. In the colitis model, treatment with ABs markedly reduced the
loss in bodyweight (P < 0.05), recovered the colon length (P < 0.01), and significantly increased the CD206+ cell num⁃
ber. Conclusion DPSCs⁃derived ABs could enhance macrophage M2 polarization and attenuate inflammation. There⁃
fore, ABs could be used as a promising cell replacement for inflammatory regulation and tissue regeneration.
【Key words】 dental pulp stem cells; macrophages; macrophages polarization; inflammatory response; apopto⁃
sis; apoptotic bodies; tissue regeneration; stem cell transplantation; inflammatory regulation
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近年来，口腔组织来源的间充质干细胞（mes⁃
enchymal stem cells，MSCs）在炎症调节及组织再生

中得到了广泛的应用［1⁃2］，其中，牙髓干细胞（dental
pulp stem cells，DPSCs）因具有高增殖活性、多项分

化潜能［3］以及免疫调节能力［1］，成为细胞移植治疗

的重要细胞来源。细胞移植入宿主体内可通过分

化和释放活性因子发挥治疗作用。然而，细胞移

植治疗的机制，尤其是细胞移植后在宿主组织中

的高比例、迅速的凋亡［4⁃6］和其产生疗效之间的“矛

盾现象”尚未阐明。细胞凋亡过程中可释放一种

特殊的细胞外囊泡即凋亡小体（apoptotic bodies，
ABs），前期研究发现 ABs不仅是细胞凋亡产生的

废物，还可调控机体骨稳态［7］、代谢稳态［8］、以及组

织再生过程中的血管化［6］。本实验拟通过观察

DPSCs在凋亡过程中释放的 ABs对巨噬细胞极化

和炎性因子释放的影响，并利用小鼠皮肤创伤模

型和葡聚糖硫酸钠结肠炎模型，探讨ABs对炎症调

节和组织再生的作用及其机制。

1 材料和方法

本实验人DPSCs的使用以及动物实验操作均

已得到了第四军医大学口腔医院医学伦理委员会

以及第四军医大学动物伦理委员会的批准。

1.1 DPSCs的分离培养与鉴定

采用组织块法培养原代细胞，并将得到的人

牙髓干细胞，接种于培养瓶中，在 37 ℃、5% CO2的

孵箱中培养，使用含有 10%胎牛血清（Gibco，美
国）、2 mM L⁃谷氨酰胺（Invitrogen，美国）和 1%青霉

素 ⁃链霉素（Invitrogen，美国）的 α⁃MEM（Gibco，美
国）培养基进行培养。本实验所用细胞均为第 3代

或第 4代细胞。

采用流式细胞术对DPSCs表面标记物进行鉴

定 ，包 括 PE 标 记 的 CD90（eBioscience，美 国）、

CD105（BioLegend，美国）、CD45（BioLegend，美国）
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和 FITC 标记的 CD73（BioLegend，美国）、HLA⁃DR
（eBioscience，美 国）。 用 CytoFLEX 流 式 细 胞 仪

（Beckman Coulter，美国）进行检测。另外，对 DP⁃
SCs进行克隆形成实验、成脂分化能力检测（油红

O染色）以及成骨分化检测（茜素红 S染色）。

1.2 DPSCs来源的ABs的分离提取及鉴定

DPSCs增殖到 80%～90%时，加入 0.1 μM凋亡

诱导剂星孢菌素（Cell Signaling Technology，美国）

作用 12 h。收集上清液，800 g离心 10 min，去除沉

淀，上清转移至新的离心管，16 000 g离心 30 min
收集沉淀即为 ABs。通过扫描电镜（scanning elec⁃
tron microscope，SEM）和动态光散射分析（dynamic
light scattering，DLS）观察 ABs的形态及粒径分布。

使用凋亡检测试剂盒（七海生物，中国）检测 ABs
表面Annexin V阳性率，使用流式细胞仪（Beckman
Coulter，美国）进行分析量化。

1.3 骨髓来源巨噬细胞的分离培养及分组

取 C57BL/6小鼠股骨、胫骨，用预冷 PBS冲洗

骨髓腔获得骨髓单细胞悬液。添加巨噬细胞集落

刺激因子（M⁃CSF，Peprotech，美国）（20 ng/mL），接

种于细胞培养板中。体外实验分组为对照组、LPS
组以及 LPS+ABs组，分别对巨噬细胞施加溶剂对

照处理、LPS处理、LPS+ABs共处理。

1.4 小鼠皮肤创伤模型的建立及分组

C57BL/6 小鼠创面大小为直径 1 cm 的圆形。

将小鼠分为 3组，分别为 PBS组、DPSCs组以及ABs
组，分别于 0 d和 3 d通过尾静脉注射 DPSCs单细

胞悬液（5 × 106个/mL），或 DPSCs 来源的 ABs（200
μg/只），每只小鼠注射总量为 100 μL，PBS组注射

等体积的PBS缓冲液。

1.5 葡萄糖硫酸钠（dextran sulfate sodium，DSS）诱

导小鼠结肠炎模型的建立及分组

将雌性 C57BL/6小鼠连续 10 d通过饮水给予

2.5%（w/v）的 DSS（MP Biomedicals，美国）。将小鼠

分为 PBS组、DPSCs组以及ABs组，分别于 3 d、5 d
和7 d对小鼠尾静脉注射DPSCs单细胞悬液（5 × 106

个/mL）或DPSCs来源的ABs（200 μg/只），每只小鼠注

射总量为100 μL，PBS组注射等体积的PBS缓冲液。

1.6 Western blot 检测凋亡通路蛋白 Caspase⁃3 裂

解片段的表达

使用Bio⁃Rad电泳系统（Bio⁃Rad，美国）进行蛋

白电泳，电泳结束将蛋白转移至 PVDF膜，脱脂牛

奶室温封闭 2 h，4 ℃过夜孵育一抗工作液（1∶800）
（Caspase⁃3，9662，Cell Signaling Technology；Cleaved

Caspase ⁃ 3，9661s，Cell Signaling Technology；GAP⁃
DH，30201ES20，YEASEN）。TBST 洗膜 3 次，室温

孵育二抗 1 h。TBST洗膜 3次后，加入显影液，化

学发光检测系统曝光成像（Tanon4600，中国）。

1.7 免疫荧光染色观察 ABs 内吞与巨噬细胞 M2
型极化

收集细胞爬片/组织切片进行免疫荧光染色，

4%多聚甲醛溶液 4 ℃固定过夜。置于 0.1% Triton
X⁃100溶液室温通透细胞/组织 15 min，山羊血清封

闭 30 min（37 ℃），过夜孵育一抗工作液（1：400）
（F4/80，ab6640，Abcam；CD206，ab125028，Ab⁃
cam）。PBS洗 3次，37 ℃孵育荧光二抗 1 h，PBS洗

3次，Hoechst（Sigma⁃Aldrich，美国）染核 10 min，PBS
洗 3次，80%甘油封片。激光共聚焦荧光显微镜成

像，拍照。

1.8 ELISA检测巨噬细胞培养上清及皮肤组织匀

浆中细胞因子水平

细胞培养上清样品制备：收集巨噬细胞培养

上清，4 000 rpm离心 10 min去除沉淀。皮肤组织

匀浆制备：取适量皮肤组织，用预冷 PBS清洗后剪

碎，将组织块转移入匀浆机（IKA，美国）进行充分

研磨，得到的匀浆液用超声破碎仪进一步破碎。

按照ELISA试剂盒（欣博盛，中国）说明书操作步骤

操作，并以标准品浓度为纵坐标，以其对应吸光度

值为横坐标绘制标准曲线，计算各孔细胞因子

（TNF⁃α、IL⁃6、TGF⁃β）的浓度。

1.9 疾病活动指数（disease activity index，DAI）与

组织学病理评分

DAI评分为体重下降分数、粪便性状分数和便

血分数的总和，总分为 12分，分值越大代表疾病越

严重。实验结束后取结肠组织，测量结肠长度并

进行H&E染色，按照炎症浸润和上皮损伤程度进

行组织学病理评分（histological activity index）。具

体评分如下：炎症浸润严重程度＝0分（无），1分

（轻度），2分（中度），3分（重度）；炎症浸润程度＝

0分（无），1分（黏膜），2分（黏膜及黏膜下层）3分

（透过黏膜）；隐窝损伤＝0分（无），1分（杯状细胞

少量损失），2分（杯状细胞大量损失），3分（杯状细

胞的大量损失，隐窝少量损失），4分（杯状细胞完

全损失，隐窝大量损失）。

1.10 统计学分析

应用 SPSS 19.0软件对数据进行统计学分析，

结果均采用平均值 ± 标准差（x ± s）表示。Graph⁃
Pad Prism 8.0软件绘制统计图。多组数据间比较

·· 14



口腔疾病防治 2022年 1月 第 30卷 第 1期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Jan. 2022, Vol.30 No.1 http://www.kqjbfz.com

采用单因素方差分析（one⁃way ANOVA），以 Tukey
进行两两比较，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 DPSCs及其来源的ABs的分离鉴定

流式细胞术检测结果显示，培养纯化后的DP⁃
SCs 阳性表达间充质干细胞的表面标志物 CD90
（99.8%）、CD73（99.5%）和 CD105（95.8%），而不表

达HAL⁃DR和 CD45（图 1a）。另外，本实验检测了

DPSCs的克隆形成能力和多向分化能力。培养14 d
后，可以观察到蓝紫色细胞克隆（图 1b）。DPSCs
成脂诱导后进行油红 O染色，显微镜下可观察到

红色脂滴（图 1c），经成骨诱导后的茜素红染色显

示明显的矿化结节（图 1d）。以上结果说明分离培

养的 DPSCs表面标志物符合间充质干细胞特征，

并具有成脂和成骨分化潜能。

DPSCs 来源的 ABs 的扫描电镜结果显示 ABs
形貌成球状（图 1e），粒径分布范围在 300～900 nm
区间内，平均直径为（634.3 ± 42.4）nm（图 1f）。另

外，凋亡分子Annexin V阳性表达率在 70%以上（图

1g）。Western blot结果显示ABs中凋亡通路重要分

子 Caspase⁃3 的裂解片段（Cleaved Caspase⁃3）表达

明显高于 DPSCs（图 1h）。以上结果表明，诱导并

分离提取DPSCs来源的ABs成功。

a: flow cytometric analysis of the cell surface markers showed positive expressions of CD90, CD73 and CD105, and negative expres⁃
sions of HAL⁃DR and CD45; b: representative image of colony formation of DPSCs (× 100); c: representative image of Oil Red O stain⁃
ing of DPSCs (× 200); d: representative image of Alizarin red staining of DPSCs (× 200); e: SEM image of DPSCs⁃derived ABs; f: the
size distribution of ABs; g: the Annexin V⁃FITC expression of DPSCs⁃derived ABs detected by flow cytometry; h: Western blot analysis
of Caspase⁃3, Cleaved Caspase⁃3 in DPSCs and DPSCs⁃derived ABs; ABs: apoptotic bodies; DPSCs: dental pulp stem cells

Figure 1 Isolation and identification of dental pulp stem cells and dental pulp stem cells⁃derived apoptotic bodies
图 1 牙髓干细胞及其来源的凋亡小体的分离鉴定
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2.2 DPSCs来源的ABs对炎性巨噬细胞的影响

通过 LPS（1 μg/mL）刺激巨噬细胞建立炎性巨

噬细胞模型，将 PKH26预标记的 ABs加入炎性巨

噬细胞中共培养 3 h，可以观察到ABs显著的内吞

现象（图 2a），表明 ABs 能够被炎性巨噬细胞吞

噬。为了进一步证明ABs对炎性巨噬细胞的影响，
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将ABs（25 μg/mL）加入炎性巨噬细胞中共培养 24 h
后检测巨噬细胞表型分布。荧光结果显示，与对

照组相比，加入 LPS后炎性巨噬细胞中抗炎表型

CD206 阳性分群显著减少（P＝0.005）；ABs 作用

后，显著增加了巨噬细胞中抗炎表型的比例（P <

0.001）（图 2b）。LPS组 TNF⁃α和 IL⁃6的水平较高，

TGF⁃β的水平较低；与LPS组相比，LPS+ABs组TNF⁃
α、IL⁃6水平显著降低（P < 0.001，P＝0.005），TGF⁃
β水平显著升高（P < 0.001）（图 2c）。

2.3 DPSCs来源的ABs促进皮肤创面的愈合

为了探讨 DPSCs释放的 ABs对体内炎症反应

的调节作用，首先建立了小鼠背部皮肤创伤模型，

并于0 d和3 d分别通过尾静脉注射DPSCs或DPSCs
来源的ABs，整个实验流程如图 3a所示。

皮肤创面愈合的大体照片显示，与PBS组相比，

DPSCs和ABs注射组小鼠创面愈合的速度明显加快

（图 3b）。Image J对愈合率的分析结果显示，第 7天
和第 12天时，DPSCs 组和 ABs 组愈合情况相比于

PBS组均有显著性差异（图 3c：第 7天DPSCs组P＝

0.011，ABs组P＝0.014；第 12天DPSCs组P＝0.026，
ABs组P＝0.041）。另外，实验全程各组小鼠体重均

无显著差异（图 3d）。ELISA结果显示，与 PBS组相

比，DPSCs 组和 ABs 组 TNF⁃α（DPSCs 组 P＝0.002，
ABs组P＝0.002）和 IL⁃6（DPSCs组P < 0.001，ABs组
P＝0.002）显著降低，TGF⁃β则明显升高（DPSCs组
P < 0.001，ABs组P＝0.002）（图 3e）。局部皮肤组织

切片荧光结果显示，与对照组相比，DPSCs组和ABs

a : representative images of internalization of ABs by F4/80⁃positive macrophages (× 400); b: representative images showed the macro⁃
phage phenotype after treatment of ABs (× 400), quantitative analysis of the CD206⁃posotive population in macrophages; c: the detec⁃
tion of factors secreted by macrophages after administration of ABs by ELISA kit; **P < 0.01; CON: solvent control group; LPS: lipopoly⁃
saccharide; ABs: apoptotic bodies

Figure 2 Influence of apoptotic bodies on the phenotype of inflammatory macrophages
图 2 凋亡小体对炎性巨噬细胞表型的影响
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a: the schematic graph of the protocol of establishment and treatment for cutaneous wound healing model; b: representative images of
wound healing process of different timepoints in different groups; c: quantitative analysis of the wound healing rate in each group; d:
the quantification of body weights in different groups; e: concentrations of TNF⁃α, IL⁃6 and TGF⁃β in skin homogenate by ELISA; f:
representative images of the macrophages phenotype in the skin tissue after treatment of DPSCs/ABs (× 400). Quantitative analysis of
the CD206⁃posotive macrophages in skin tissue; *P < 0.05, **P < 0.01; ABs: apoptotic bodies; DPSCs: dental pulp stem cells

Figure 3 Effect of apoptotic bodies derived from dental pulp stem cells on skin wound healing in mice
图 3 牙髓干细胞来源凋亡小体对小鼠皮肤创面愈合的影响
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2.4 DPSCs 来源的 ABs 对 DSS 诱导的小鼠结肠炎

的保护作用

进一步选择了另一种炎症相关疾病模型即

DSS 诱导的小鼠结肠炎模型，观察 DPSCs 来源的

ABs是否对结肠炎发挥炎症调控作用。在诱导模

型建立的第 3 d、第 5 d和第 7 d分别通过尾静脉注

射 DPSCs 或 DPSCs 来源的 ABs，10 d 后取材，整个

实验流程图如图 4a所示。

各组小鼠体重统计显示，PBS组小鼠体重下降

最多，而DPSCs组和ABs组小鼠体重则显著高于PBS
组（图 4b；DPSCs组P＝0.010，ABs组P＝0.020）。疾

病活动指数（DAI）结果显示，与 PBS组相比，DPSCs
和ABs注射组小鼠DAI显著降低，代表疾病症状明

显 减 轻（图 4c，DPSCs 组 P < 0.001，ABs 组 P＝

组的CD206阳性细胞数量显著增多，差异具有统计

学意义（DPSCs 组 P＝0.005，ABs 组 P＝0.001）（图

3f）。以上结果说明了DPSCs来源的ABs植入体内

后可通过调控巨噬细胞表型促进皮肤创面的愈合。
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0.002）。实验结束后取结肠组织，测量结肠长度并

进行H&E染色。结果显示，PBS组小鼠结肠隐窝

破坏，同时出现炎症浸润和结肠上皮明显损伤（图

4d）。DPSCs和ABs注射组的结肠组织病理评分则

显著下降，与 PBS 组相比差异有统计学意义（图

4d；P＜0.001）。结肠长度统计结果显示，DPSCs和

ABs注射组的结肠长度明显大于 PBS组（图 4e；DP⁃
SCs组P < 0.001，ABs组P＝0.002）。结肠组织荧光

染色显示，与 PBS 组相比，DPSCs 组和 ABs 组的

CD206阳性细胞数量显著升高（图 4f；DPSCs组P <
0.001，ABs组P＝0.002）。

a: the schematic graph of the protocol of establishment and treatment for DSS⁃induced colitis mice; b: the body weight loss of mice in
different groups; c: the disease activity index in different groups during the treatment process; d: histological structure of the colon
tissue assessed by hematoxylin and eosin (H&E) staining and the calculated histological activity index (× 200); e: quantitative analy⁃
sis of the colon length in different groups; f: representative images of the macrophages phenotype in the colon tissue after treatment
of DPSCs/ABs (× 400) and quantitative analysis of the CD206⁃posotive macrophages in colon tissue. *P < 0.05, **P < 0.01; ABs:
apoptotic bodies; DPSCs: dental pulp stem cells; DSS: dextran sulfate sodium
Figure 4 The protective effect of apoptotic bodies derived from dental pulp stem cells on DSS⁃induced colitis mice

图 4 牙髓干细胞来源凋亡小体对DSS诱导的小鼠结肠炎的保护作用
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3 讨 论

MSCs移植是实现炎症有效调节和组织再生的

重要手段，目前已有多种基于MSCs的细胞治疗方

式在进行大动物有效性研究及临床试验。然而，

MSCs移植实现广泛临床应用的基础是明确其疗效

发挥的机制。以往研究认为植入宿主的MSCs能
够完成多向分化及多种因子的释放，而随后的研

究认为移植的大多数细胞并不会在宿主体内长期

存活。近年研究发现细胞外囊泡的释放是细胞间

相互作用的重要媒介［9］，并且在细胞移植产生的疗

效中发挥重要作用［10］。细胞外囊泡是细胞释放到

胞外、具有膜结构、并包含多种信号分子的囊泡，

主要包括外泌体、微泡、ABs等，其大小、内容物和

生物学功能均具有一定差异［11］。本实验基于前期

发现的细胞移植后广泛凋亡的现象［4⁃5］，并基于前

期课题组发现的ABs的新生物学功能［7⁃8］，证明了
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DPSCs在凋亡过程中释放的 ABs具有调节炎症和

促进组织再生的功能，拓展了细胞外囊泡新功能

研究，并提出了牙源性干细胞移植治疗的新机制。

人体内每天有大量的细胞发生凋亡，为维持

机体稳态，需要有迅速而有效的清除凋亡细胞以

及凋亡相关细胞外囊泡的机制，其中巨噬细胞是

发挥此作用的关键细胞［12］。细胞凋亡不仅在发

育、组织稳态维持中发挥重要作用，也可在组织损

伤过程中释放关键信号，诱导组织再生，提示凋亡

现象和再生过程具有密切联系［13］。本实验分离鉴

定了DPSCs来源的ABs，发现其基本特征与其他类

型细胞释放的ABs类似，并且在体外能够被巨噬细

胞吞噬，提示其可能对巨噬细胞功能产生影响。

巨噬细胞的极化受多种微环境调控，在组织再生

及炎性疾病的发生发展中发挥重要作用［14］。本实

验选择小鼠皮肤创面愈合模型和结肠炎模型，发

现DPSCs来源的ABs能够在体外和体内实验中显

著增加 CD206阳性细胞数量，提示其能够促进M2
型巨噬细胞极化。巨噬细胞极化与多种组织再生

密切相关，因此调控巨噬细胞极化可促进多种组

织再生，成为促进组织再生的重要手段。本课题

组前期研究发现ABs可通过促进M2型巨噬细胞极

化调控机体骨稳态和代谢稳态［8］。因此，笔者推测

在其他炎性微环境中，ABs同样可能通过调控巨噬

细胞极化并促进组织再生。同时，本实验发现DP⁃
SCs来源的 ABs通过调控巨噬细胞极化发挥抗炎

效果，提示牙源性干细胞的ABs移植可作为调控巨

噬极化的新策略。细胞外囊泡功能的发挥可依赖

于多种机制，包括其内部的信号分子的细胞间转

运以及其表面的受体分子［15］，还可能依赖于其内

部分子在胞外的释放。本实验发现 DPSCs 来源

ABs可调节巨噬细胞功能，然而其分子机制仍需进

一步研究。
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