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摘  要：目的  研究大黄素对人肝癌 eeédO细胞线粒体凋亡的影响。方法  培养人肝癌 eeédO细胞，与 R、NM、OM、QM、
SM、UM、NMM=μmoäLi的大黄素作用 OQ、QU=Ü，jqp法检测细胞增殖；QM、UM、NSM=μmoäLi大黄素作用 eeédO细胞 OQ=Ü，AlLb_
双荧光染色法观察细胞凋亡的形态学改变；Annexán=sLmf染色经流式细胞仪检测细胞凋亡；分光光度法检测 c~sé~se=P活性；

Aqm试剂盒检测细胞 Aqm含量，不同荧光探针加载后流式细胞仪测定大黄素对 eeédO细胞内活性氧（olp）含量、C~OH浓
度、线粒体膜电位（jjm）变化的影响。结果 =大黄素抑制 eeédO细胞生长，且呈时间、浓度相关性，半数抑制浓度（fCRM）
为（TTKQO±NKOR）μmoäLi；随着大黄素浓度升高，AlLb_ 双染观察到细胞核浓缩、碎裂、凋亡小体等凋亡形态；与对照组

比较，大黄素 QM、UM、NSM=μmoäLi作用于 eeédO细胞 OQ=Ü后细胞凋亡率显著增加，c~sé~se=P活性显著增强，olp水平、

C~O＋浓度明显增加（m＜MKMR、MKMN、MKMMN），UM、NSM=μmoäLi组线粒体膜电位明显降低，Aqm含量显著下降（m＜MKMR、MKMN、
MKMMN）。结论  大黄素造成 eeédO细胞内 olp堆积，Aqm合成功能障碍，线粒体膜电位明显下降，进而诱导线粒体通透转

运孔开放，导致钙离子和细胞色素 C外流，活化 c~sé~se蛋白家族，导致细胞凋亡。=
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EeeédOFK=jethods= = eeédO= ceääs=ïere= tre~ted=ïátÜ= RI= NMI= OMI= QMI= SMI= UMI= ~nd=100 μmol/L of emodin for 24 and 48 h, then the 
~ntáJproliferative effect was assessed by MTS assay. HepG2 cells were treated with 40, 80, 160 μmol/L of emodin for 24 h, and 
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大黄素（NDPDUJ三羟基JSJ甲基蒽醌）属单蒽核类

二羟基蒽醌衍生物，是大黄、虎杖、何首乌等多种

中药的有效成分之一，具有抗炎、抗菌、抗肿瘤等

多种生物学活性xNJPz。研究表明，大黄素可以抑制胃

癌、胰腺癌、肺癌等多种肿瘤细胞的生长，主要通

过诱导肿瘤细胞凋亡、抑制其增殖xQJNMz发挥作用。

细胞凋亡是当前肿瘤研究中的一个热点，很多药物

通过影响肿瘤细胞增殖与凋亡达到治疗目的，本研

究观察大黄素对肝癌细胞株 eeédO 增殖抑制及诱

导线粒体途径凋亡的作用。

N= =材料=
NKN= =药品与主要试剂=

大黄素（西安泽朗生物科技有限公司，批号

uAwiNSNNMRJN，质量分数＞VUB）；ajbj高糖培

养基（批号 UNNTMVO）、磷酸盐缓冲液（m_p，批号

UNNSNMQ）、MKORB胰蛋白酶（批号 NTQOMTU），均购

自美国 df_Cl 公司；青链霉素混合液（批号

OMNSMUMN）、二甲基亚砜（ajpl，批号 ROMCMPS）、
AlJb_ 双染试剂盒（批号 OMNTMSNP）、Annexán=
sJcfqCLmf 双染细胞凋亡检测试剂盒（批号

OMNTMTNM）、线粒体膜电位检测试剂盒（gCJN，批号

OMNTMTOO）、 cäuoJQLAj= C~OH荧光探针（批号

OMNTMSON）、活性氧（olp）检测试剂盒（批号

OMNTMSMU），均购自 poä~rbáo 公司；胎牛血清

（Ceääj~x，批号 OMNRNNMP）；Ceää=qáter=VS®=Anueous
单溶液细胞增殖检测试剂盒（jqp，北京 éromeg~
公司，批号 MMMMOMUTRM）；Aqm 检测试剂（批号

MUMQNTNTNMOM）、C~sé~seJP 活性检测试剂盒（批号

MSOONTNTMVMT）、_r~dford蛋白浓度测定试剂盒（批

号 MRPNNTNTNMMR），购自 _eyotáme公司。=
NKO= =主要仪器=

倒置荧光显微镜（kfhlk，qpNMMJc）；高压灭

菌锅（pAkvl，jipJPTRM）；ClO培养箱（pAkvl，
jClJNUAfC）；超净工作台（天津市拉贝尔实验设

备有限公司）；酶标仪（qÜermo，s~ráosk~n=cä~sÜ）；
cApCArá~qj流式细胞仪（_a公司）；小型台式冷

冻离心机（qÜermo，jácro=NTo）；低速台式离心机

（上海安亭科学仪器厂，hAJNMMM）；普通冰箱（海

尔公司，_CaJONRva）；超级恒温水槽（上海森信

实验仪器有限公司，ah_JRMNA）；电子天平（北京

赛多利斯仪器系统有限公司，_qOOQp）=
NKP= =细胞株=

人肝癌（eeédO）细胞株，购自中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心。

O= =方法=
OKN= =细胞培养=

人肝癌 eeédO细胞培养于含有 NMB=c_p、NMM=
rLmi青霉素、N00 μg/mi链霉素的 ajbj高糖培

养基中，在 RB=ClO、PT=℃饱和湿度的培养箱中培

养。隔天换 N次培养液，当细胞满度达到 TMB～UMB
时进行传代。

OKO= = jqp法检测药物对细胞增殖的影响=
取对数期生长的 eeédO细胞，胰酶消化后调整

为 OKR×NMQLmi，VS孔板每孔加入 NMM=μi细胞悬液，

常规培养 OQ=Ü后，弃去培养基，加入含大黄素的培

养基，使其终浓度分别为 R、NM、OM、QM、SM、UM、
NMM=μmoäLi。大黄素先用 ajpl溶解，后用 ajbj
培养基稀释至终浓度，各加药组 ajpl终浓度均为

NB，对照组为含 NB= ajpl 的 ajbj，每组设 S
个复孔，培养 OQ、QU=Ü。吸弃培养基，加入含有 NMB=
jqp的 ajbj培养基 NMM= μi，继续培养 Q= Ü，酶

标仪检测 QVM=nm处吸光度（A）值，计算细胞抑制

率。设空白调零组，不接种细胞，加等体积培养基

处理，实验重复 P次。=
细胞抑制率＝N－（A 对照－A 空白）L（A 大黄素－A 空白）=

OKP= = AlLbB荧光染色法观察细胞形态=
取对数期生长的 eeédO细胞，胰酶消化后调整

为 NKM×NMRLmi，S孔板每孔加入 O=mi细胞悬液，

常规培养 OQ=Ü后，弃去培养基，加入新鲜含药培养

基：大黄素 QM、UM、NSM=μmoäLi，对照组加入等体

积含 ajpl 的培养基，各实验组中 ajpl 的终浓

度为 NB。培养 OQ= Ü后，各孔吸弃上清，m_p洗 P
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次，加入 N=mi=m_p，再加入 AlLb_混合荧光染色

液 OM=μL，混匀染色，室温放置 R=mán后荧光显微镜

下观察细胞形态。

OKQ= = Annexin=sLmf双染法检测细胞凋亡=
细胞培养、种板、分组给药均同“OKP”项。培

养 OQ=Ü后，各孔吸弃上清，MKORB胰酶消化，N=MMM=
rLmán离心 R=mán收集细胞。加入 N=mi预冷的 m_p
洗涤 O次，用标记缓冲液重悬细胞，调整细胞密度

为 N×NMSLmi，吹打混匀后，取 NMM=μi加入流式管，

向管中加入 R=μi=Annexán=sJcfqC，室温，避光，轻

轻地混匀，孵育 NM=mán；再加入 R=μi=mf，室温，避

光，孵育 R=mán；最后加入 m_p补液至 RMM=μi，轻

轻混匀，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

OKR= =凋亡蛋白酶 C~sp~se=P活性检测=
取对数生长期细胞接种到 OR=cmO的培养瓶中，

培养过夜，次日更换含大黄素 QM、UM、NSM=μmoäLi
的培养基，培养 OQ=Ü后，吸取细胞培养液，备用。

用胰酶消化细胞，并收集至备用的细胞培养液中，

Q=℃、N=MMM=rLmán离心 R=mán收集细胞，吸除上清，

确保细胞不被吸除，m_p洗涤 N次。同前吸尽上清

后，按照每 OMM万加入 NMM=μi裂解液的比例加入裂

解液，重悬沉淀，冰浴裂解 NR=mán后，Q=℃、NS=MMM=
rLmán离心 NR=mán，将上清转移到冰浴预冷的离心管

中，按照试剂盒说明书进行检测。

OKS= = gCJN探针细胞线粒体膜电位检测=
细胞培养、种板、分组给药均同“OKP”项。培

养 OQ=Ü后，各孔吸弃上清，m_p洗 N次，加入 MKORB
胰酶消化，N=MMM=rLmán离心 R=mán收集细胞，重悬

于 RM0 μi细胞培养基中。按如下方法装载 gCJN探
针并用流式细胞术分析：按说明书（产品编号

jUSRM）方法配制 gCJN 染色工作液和染色缓冲液

（冰浴）；加入 RMM=μL=gCJN染色工作液，颠倒数次混

匀，细胞培养箱中 PT=℃孵育 OM= mán；离心吸弃上

清，用冰浴的染色缓冲液洗涤细胞 O次；RM0 μL 染

色缓冲液重悬细胞，上流式细胞仪检测。激发波长

QUU= nm，应用前向散射光（cpC）和侧向散射光

（ppC）设门后，通过荧光通道 ciN（绿）和 ciO（红）

检测荧光强度。

OKT= = olp水平的测定=
利用荧光探针 aCceJaA进行 olp检测，细胞

培养、种板、分组给药均同“OKP”项。培养 OQ= Ü
后，各孔吸弃上清后，m_p洗 N次，加入 MKORB胰
酶消化，N=MMM=rLmán离心 R=mán收集细胞，加入用

无血清的 ajbj 培养基稀释的、终浓度为 NM=
μmoäLi的 aCceJaA探针溶液 RMM= μi，PT=℃孵育

OM=mán。孵育结束后，用无血清 ajbj培养基洗涤

P次，以充分去除未进入细胞内的 aCceJaA，最后

用 RMM=μi=m_p重悬细胞，上流式细胞仪检测。激发

波长 QTR=nm，发射波长 ROR=nm。=
OKU= =细胞内 C~OH含量的测定=

利用钙离子荧光探针 cäuoJQ=Aj进行细胞内钙

离子含量检测。细胞培养、种板、分组给药均同“OKP”
项。培养 OQ=Ü后，各孔吸弃上清后，用不含钙镁的

e_pp洗涤细胞 O次后，加入 MKORB胰酶消化，N=MMM=
rLmán离心 R=mán收集细胞。加入用 e_pp稀释的、

终浓度为 O=μmoäLi的 cäuoJQ=Aj探针溶液 NMM=μi，
PT=℃孵育 OM= mán，再加入 RMM= μL 含有 NB胎牛血

清的e_pp，继续孵育 QM=mán。孵育结束后，用e_pp
洗涤细胞 P次，最后用 e_pp溶液重悬细胞，制成

N×NMRLmi的溶液，PT=℃培养 NM= mán 后，上流式

细胞仪检测。激发波长 QVQ=nm，发射波长 RNS=nm。=
OKV= =细胞内 Aqm含量的测定=

细胞培养、种板、分组给药均同“OKP”项。培

养 OQ= Ü后，各孔吸弃上清，m_p清洗 N次，每孔加

入 OMM=μi裂解液，在冰上操作，反复吹打使裂解液

充分接触并裂解细胞，裂解 O=mán，Q=℃、NS=MMM=rLmán
离心 R=mán，取上清，按照试剂盒说明书进行检测。=
OKNM= =统计学处理=

采用 pmpp= NSKM软件进行统计分析，实验数据

以 x s± 表示，组间比较采用单因素方差分析。=
P= =结果=
PKN= =对肝癌 eepdO细胞增殖的抑制作用=

如图 N所示，eeédO细胞经不同浓度大黄素作

用 OQ、QU=Ü=后，呈明显的时间、剂量相关性抑制细=

图 N= =大黄素对 eepd细胞增殖的影响（ x±sI=n ==P）=
cigK=N= = drowth=inhibition=r~te=of=emodin=on=hep~tom~=

eepdO=cells=E x±sI=n ==PF=

UM=
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胞增殖作用，大黄素 UM、NMM= μmoäLi 组作用 OQ= Ü
后，抑制率分别为（ROKVS±PKTS）B、（SNKUT±
QKMS）B，经计算，大黄素 OQ=Ü半数抑制浓度（fCRM）
为（TTKQO±NKOR）μmoäLi。=
PKO= = AlJbB双染法观察eepdO细胞凋亡的形态学=

不同浓度药物作用于 eeédO细胞 OQ= Ü后，对

照组及 QM= μmoäLi组细胞形态较为完整，细胞核呈

均匀绿色荧光，无明显凋亡特征，UM、NSM= μmoäLi
组亮绿色固缩状细胞和橙红色荧光细胞核数目逐渐

增多，细胞间距增大，空泡化，并出现核浓缩、碎

裂、凋亡小体等，提示早期凋亡或晚期凋亡细胞数

增多。结果见图 O。=

对照= =大黄素 QM=μmol∙L−N= = =大黄素 UM=μmol∙L−N= = = =大黄素 NSM=μmol∙L−N=

图 O= =大黄素对 eepdO细胞形态学影响=
cigK=O= = jorphologic~l=effects=of=emodin=on=eepdO=cells

PKP= =流式细胞术检测 eepdO细胞凋亡=
Annxán=sJcfqC标记早期凋亡细胞及正常细胞，

mf标记晚期凋亡及死亡细胞，将 Annexán=sJcfqC与

mf匹配使用，可以将凋亡早期的细胞和晚期的细胞

区分开来。nO区（Annxán=sHLmf－）表示早中期凋亡

细胞比率，nQ区（Annxán=sHLmfH）表示晚期凋亡细

胞比率，细胞总凋亡比率为 nO和 nQ之和。如图 P、
Q所示，随大黄素浓度增加，eeédO凋亡细胞率（早

中期＋晚期）逐渐增加，与对照组比较，QM、UM、
NSM=μmoäLi组凋亡率均差异显著（m＜MKMR、MKMN）。=

对照= =大黄素 QM=μmol∙L−N= = =大黄素 UM=μmol∙L−N= = = =大黄素 NSM=μmol∙L−N=

图 P= =流式细胞术检测大黄素对 eepdO细胞的凋亡作用=
cigK=P= = Apoptotic=effect=of=emodin=on=eepdO=cells=by=flow=cytometry

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=controä=groué=

图 Q= =大黄素对 eepdO细胞凋亡率的影响（ x±sI=n ==P）=
cigK=Q= = Apoptotic=r~te=of=eepdO=cells=tre~ted=by=emodin=

E x±sI=n ==PF=

PKQ= =大黄素对 eepdO细胞线粒体膜电位的影响=
gCJN 是一种广泛用于检测线粒体跨膜电位的

理想荧光探针，在线粒体膜电位较高时，产生红

色荧光。在线粒体膜电位较低时，gCJN 为单体不

能聚集在线粒体的基质中，产生绿色荧光。可通

过荧光颜色的转变来检测线粒体膜电位的变化，

本实验用绿红平均荧光强度比值来表示，结果见

表 N。随着大黄素浓度增加，平均荧光强度比值

变大，说明绿色荧光比例增加，表示线粒体膜电

位下降。与对照组比较，大黄素 UM、NS0 μmoäLi
组作用于 eeédO细胞 OQ=Ü后，线粒体膜电位明显

降低（m＜MKMR）。=
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表 N= =大黄素对 eepdO细胞线粒体膜电位的影响（ x±
sI=n ==P）=

q~ble=N= = bffect=of=emodin=on=mitochondri~l=membr~ne=
potenti~l=of=eepdO=cells=E x±sI=n ==PF=

组别 浓度LEμmol ·i−NF= 绿红平均荧光强度比值=
对照 － NKSN–MKNN=
大黄素 QM= NKTV–MKMP=

UM= OKNM–MKNNG=
NSM= OKPP–MKMUG=

与对照组组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=controä=groué=

PKR= =大黄素对 eepdO细胞 c~sp~se=P活性的影响=
试剂盒法检测大黄素对 eeédO 细胞中 c~sé~se=

P活性，结果用每毫克蛋白中 c~sé~se=P含量表示。

如表 O所示，大黄素浓度为 QM、UM、NS0 μmoäLi，
细胞 c~sé~se=P活性与对照组比较均显著增加（m＜
MKMR、MKMN、MKMMN），且呈浓度相关性。=
PKS= =大黄素对 eepdO细胞内 olp的影响=

如表 P所示，大黄素作用 eeédO细胞 OQ=Ü，细

胞内 olp 显著升高（m＜MKMMN），且呈现明显的剂

量相关性。

表 O= =大黄素对 eepdO细胞 c~sp~se=P活性的影响（ x±sI=
n ==P）=

q~ble=O= = bffect=of=emodin=on=c~sp~se=P=of=eepdO=cells=E x±
sI=n ==PF=

组别 浓度LEμmol ·i−NF= c~sé~se=PLEnmoä·mg−NF=

对照 － OSKSQ–NKNV=

大黄素 QM= PQKMN–OKOQG=

UM= QQKSR–NKVOGG=

NSM= SVKMT–QKTUGGG=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN=
Gm Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN= = GGGm Y=MKMMN=vs=controä=groué=

表 P= =大黄素对 eepdO细胞内 olp的影响（ x±sI=n ==P）=
q~ble=P= = bffect=of=emodin=on=olp=of=eepdO=cells=E x±

sI=n ==PF=

组别 浓度LEμmol ·i−NF= 平均荧光强度

对照 － O=PRSKT–VVKP=

大黄素 QM= Q=RTQKT–RVKOGGG=

UM= S=SMMKM–NVTKVGGG=

NSM= V=NPUKT–OVTKOGGG=

与对照组比较：GGGm＜MKMMN=
GGGm Y=MKMMN=vs=controä=groué=

PKT= =大黄素对 eepdO细胞内 C~OH的影响=
cäuoJQ= Aj穿透细胞膜进入细胞后被细胞内的

酯酶剪切形成 cäuoJQ，从而被滞留在细胞内，cäuoJQ
若以游离配体形式存在时几乎是非荧光性的，但是

当它与细胞内钙离子结合后可以产生较强的荧光。

如表 Q所示，与对照组比较，大黄素作用于 eeédO
细胞 OQ= Ü 后胞内 C~OH浓度显著升高（m＜MKMN、
MKMMN），且呈现明显的剂量相关性。=
PKU= =大黄素对 eepdO细胞内 Aqm含量的影响=

利用萤火虫荧光素酶催化荧光素产生荧光时需

要 Aqm 提供能量的原理，对样本进行 Aqm 含量检

测。大黄素和大黄酸作用 eeédO细胞 OQ= Ü后，细

胞 Aqm浓度的变化如表 R所示，与对照组比较，大

黄素 UM、NSM=μmoäLi作用于 eeédO细胞 OQ=Ü后，

细胞 Aqm浓度显著下降（m＜MKMN、MKMMN）=

表 Q= =大黄素对 eepdO细胞内钙离子的影响（ x±sI=n ==P）=
q~ble=Q= = bffect=of=emodin=on=C~OH=of=eepdO=cells=E x±sI=n ==PF=

组别 浓度LEμmol ·i−NF= 平均荧光强度

对照 － STTKM–NUNKP=
大黄素 QM= P=PPPKT–PRMKMGG=

UM= Q=NVPKP–UNQKUGG=
NSM= Q=PVOKM–QTUKQGGG=

与对照组比较：GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN=
GGm Y=MKMN= = GGGm Y=MKMMN=vs=controä=groué=

表 R= =大黄素对eepdO细胞内Aqm含量的影响（ x±sI=n ==P）=
q~ble=R= = = bffect=of=emodin=on=Aqm=of=eepdO=cells=E x±sI=

n ==PF=

组别 浓度LEμmol ·i−NF= Aqm浓度Eμmol ·i−NF=
对照 － PKPO–MKNM=
大黄素 QM= PKPP–MKMQ=

UM= NKUR–MKMUGG=
NSM= NKNS–MKMTGGG=

与对照组比较：GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN=
GGm Y=MKMN= = GGGm Y=MKMMN=vs=controä=groué=

Q= =讨论=
细胞凋亡由 herr 教授根据形态学特征于 NVTO

年首次提出，是一种主动的、程序性的由基因控制

的细胞自主性死亡方式，又称为细胞程序性死亡

（érogr~mmed=ceää=de~tÜ，mCaxNNz），具有广泛的生理

和病理作用，正常机体大量的细胞凋亡会导致功能

和组织损伤。但是对于癌细胞，能够大量诱导其凋

亡，对肿瘤的增殖具有重要抑制作用。细胞凋亡是

一个主动过程，涉及一系列基因的激活、表达以及
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调控等。越来越多的证据表明，线粒体是细胞凋亡

调控的活动中心，是凋亡的执行者。本研究从线粒

体损伤介导的细胞凋亡入手，初步探讨大黄素对肝

癌 eeédO细胞的作用机制。=
结果显示，大黄素在体外对肝癌 eeédO细胞的

增殖具有明显抑制作用，可诱导细胞凋亡，大黄素

处理细胞 OQ=Ü后，AlLb_染色荧光显微镜下观察，

随着浓度的增加，细胞核固缩，核破裂，凋亡小体

形成，Annexán= sLmf双染法结果显示，细胞凋亡率

有增加的趋势，与对照组比较差异显著。

线粒体是细胞生命活动的控制中心，不仅是细

胞呼吸链和氧化磷酸化的中心，而且也是细胞凋亡

的调控中心。线粒体功能损伤会导致生物能量代谢

失常、Aqm合成下降、钙稳态失衡、自由基生成增

多，从而诱发细胞凋亡xNOz。线粒体是内源性 olp
产生与代谢的主要场所，一方面 olp参与正常的各

种代谢活动，另一方面即使 olp产生过量，也会被

olp清除剂清除，维持一定的动态平衡xNPz；而当各

种因素导致 olp过量时，极易攻击线粒体，尤其是

线粒体 akAxNQz。当线粒体 akA受损时，又会引发

过量 olp生成，导致 Aqm合成水平下降xNRJNSz。olp
的生成极大依赖线粒体膜电位jjm，jjm的变化

可以反映出线粒体受损的程度，并被认为是细胞凋

亡的早期事件xNTz。线粒体内 olp 大量产生，可使

其离子通透性丧失或者使线粒体膜通透性发生改

变，导致线粒体膜电位下降，引起线粒体内外膜之

间的通透性转换孔由关闭转换为开放，导致线粒体

膜通透性增大，促使细胞凋亡启动因子（细胞色素

C、凋亡蛋白酶激活因子和细胞凋亡诱导因子 Afc
等）从线粒体内释放出来，细胞色素 C与凋亡蛋白

酶激活因子相互作用，激活化 c~sé~se= V，触发

c~sé~se 级联反应，级联反应最终激活凋亡执行者

c~sé~se=P，导致细胞凋亡xNUz。=
本研究采用 gCJN 荧光探针检测 eeédO 细胞线

粒体膜电位变化，结果显示，与对照组比较，细胞

线粒体膜电位随大黄素浓度的升高显著下降，同时

对细胞内 olp含量、Aqm水平、C~O＋浓度、c~sé~se=
P活性进行检测，结果发现细胞内 olp和 C~OH明显

升高，Aqm含量明显下降，c~sé~se=P活性显著增强。

以上研究表明，大黄素造成 eeédO细胞内 olp堆

积，Aqm合成功能障碍，线粒体膜电位明显下降，

进而诱导线粒体通透转运孔开放，导致钙离子和细

胞色素 C 的外流，活化 c~sé~se 蛋白家族，导致细

胞凋亡。

大黄素对 eeédO增殖有明显的抑制作用，对细

胞线粒体造成损伤，引起细胞凋亡。有关大黄素对

线粒体凋亡通路相关蛋白表达的影响需要进行下一

步研究。
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