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环磷酰胺对小鼠免疫抑制作用过程中代谢通路
变化的代谢组学研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 采用代谢组学方法，研究环磷酰胺对小鼠免疫抑制作用过程中代谢通路的变化。 方法　 采

用流式细胞术了解免疫细胞变化情况，通过建立偏最小二乘法模型多结果进行判别。 以偏最小二乘法模型中变量

重要性投影（ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）参数筛选潜在的生物标志物，通过统计分析确定差异性代谢物，
借助代谢组学小分子化合物快速鉴定分析软件系统对差异性代谢物进行进一步鉴定分析，通过搜库及运算最终确

定差异代谢物质 ９ 种，通路富集结果分析差异代谢通路 ３ 条。 结果　 环磷酰胺对正常机体的不饱和脂肪酸的生物

合成、线粒体脂肪酸代谢、甘油磷脂代谢、甾类激素的生物合成、花生四烯酸代谢、脂肪酸代谢、嘧啶的生物合成等

代谢通路均产生明显影响。 结论　 环磷酰胺在正常组与实验组中影响最重要的代谢通路为花生四烯酸代谢、甘油

磷脂代谢和嘧啶代谢。
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　 　 人体依靠由自身细胞免疫和体液免疫组成的强

大免疫力，抵御着种类庞大、数量繁多的各种疾病。
正常情况下，异体物质侵入机体后，免疫细胞将产生

包围、分解、吞噬、消灭和清除作用。 但是，过度免疫

反应产生的大量免疫细胞和堆积的大量免疫球蛋

白，将导致组织损害和器官功能障碍而形成原发性

的自身免疫性疾病［１ － ３］。
环磷酰胺（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ）作为常用烷

化剂类抗肿瘤药物和细胞毒性药物，临床上主要用于

治疗肿瘤、自身免疫性疾病和器官移植等，但是环磷

酰胺对免疫功能和造血系统存在抑制作用的不良反

应，目前临床尚无有效的防治手段。 环磷酰胺对处于

有丝分裂循环周期的细胞产生破坏和杀灭作用，因此

对活化增殖的细胞具有细胞毒性作用，表现为对免疫

相关细胞呈现出较强的免疫抑制作用，所以环磷酰胺

在免疫抑制研究中常作为阳性对照物，如对细胞免

疫、体液免疫和巨噬细胞活性测定研究［４ － ６］。
代谢通路的变化研究在疾病发生发展的机制，

药物的作用机制研究及阐释中具有重要意义。 通过

前期研究发现环磷酰胺对小鼠的体液免疫产生明显

抑制作用，但是，在体液免疫抑制作用的过程中代谢

通路的变化暂无研究。 因此，本实验通过环磷酰胺

对小鼠的体液免疫产生过程中代谢通路的变化研

究，对环磷酰胺在自身免疫性疾病的作用机制等方

面的研究具有重要意义［７，８］。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

实验采用雄性 ＫＭ 小鼠 ２０ 只，９ 周龄，体重（１８
± ３） ｇ，由重庆市中药研究院实验动物中心提供

【ＳＣＸＫ（渝）２０１２ － ０００６】。 饲养于重庆市中药研究

院屏障环境中【ＳＹＸＫ（渝）２０１２ － ０００】。
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器与试剂

Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ４６００ 高分辨质谱系统（美国 ＡＢ Ｓｃｉ⁃
ｅｘ 公司）；ＬＣ － ３０ＡＤ 超高效液相系统 （日本 Ｓｈｉ⁃
ｍａｄｚｕ 公司）；ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪（美国贝克曼库

尔特公司）；Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ ２０Ｒ 高速冷冻离心机（美国贝

克曼库尔特公司）；涡旋振荡器（德国 ＩＫＡ 公司）；
ＸＳ － １０５ 十万分之一精密电子天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ 公司）。

环磷酰胺（ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ，美国 Ｓｉｇｍａ
公司），甲酸（ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ，Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，批号：
５６３０２ － １０ＭＬ），抗体试剂盒 （ＭｏｌＣｐｘ ＦＩＴＣ ＭＡＢ

０􀆰 ５ＭＧ １７Ａ２，ＰＥＲＣＰ⁃ＣＹ５􀆰 ５ ＭＡＢ ０􀆰 １ ＭＧ １Ｄ３；ＰＥ
ＭＡＢ ０􀆰 ２ＭＧ ＧＫ１􀆰 ５；ＣＤ８Ａ ＰＥ⁃ＣＹ５ ＭＡＢ ０􀆰 １ＭＧ ５３
－ ６􀆰 ７２１６８；ＡＰＣ ＭＡＢ ０􀆰 １ＭＧ ５３ － ７􀆰 ３；美国 ＢＤ 公

司），水、腈、甲醇均为质谱级（美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司），其
他试剂均为市售分析纯。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与给药

在 ＳＰＦ 清洁级环境中适应性喂养 ３ ｄ 后，将 ２０
只小鼠随机分为空白对照组和实验组各 １０ 只，每笼

５ 只。 实验组按照剂量灌胃给予环磷酰胺 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ
［９］，空白对照组给予同体积的生理盐水。 连续给药

７ ｄ，每天称重，于第 ８ 天取全血于 ＥＰ 管中，静置后

离心取血清备用［１０，１１］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 全血检测

另取全血，采用流式细胞仪检测 Ｔ、Ｂ 细胞及亚

群等指标，包括 ＣＤ３ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ３ ＋ ／ ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ１９ ＋ ／
ＣＤ５ ＋ 、ＣＤ１９ － ／ ＣＤ５ － 、ＣＤ１９ ＋ ／ ＣＤ５ － 、ＣＤ３ ＋ 等指标。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清样品处理及 ＱＣ 样品制备

精密吸收小鼠血清样品 ５０ μＬ 置 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管

中，加入甲醇 １５０ μＬ 后于涡旋仪上混匀 ２ ｍｉｎ，以
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液 ３ μＬ 进样，进行

ＵＰＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ － ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 另取处理后样品各

２０ μＬ 混合后混匀作为 ＱＣ 样品。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ４６００ 高分辨质谱系统的分析条件

系统选用 Ｋｉｎｅｔｅｘ ＸＢ⁃Ｃ１８ 柱 （１００ ｍｍ × ２􀆰 １
ｍｍ，２􀆰 ６ μｍ），流动相为含 ０􀆰 １％ 甲酸的超纯水

（Ａ） ／乙腈（Ｂ），采用梯度洗脱程序：起始 Ｂ 为 １０％
并持续 １􀆰 ００ ｍｉｎ；１􀆰 ００ ～ ８􀆰 ００ ｍｉｎ Ｂ 变为 ８０％ ，并持

续至 １２􀆰 ００ ｍｉｎ；１２􀆰 ０１ ｍｉｎ Ｂ 变为 １０％ 并持续至

１５􀆰 ００ ｍｉｎ。 流速为 ３００ μＬ ／ ｍｉｎ；柱温为 ３０℃。
Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ４６００ 高分辨质谱系统采用 ＥＳＩ 离子

源，分别采用 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ 离子化方式和 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 离子化

方式；质量扫描范围ｍ／ ｚ １００ ～１０００；鞘气为５５ Ｐｓｉ，辅
助气为 ５５ Ｐｓｉ；气帘气为 ２５ Ｐｓｉ，雾化温度 ６００℃，采用

ＴＯＦ⁃ＭＳ － Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｉｏｎ⁃ＩＤＡ 扫描模式，ＴＯＦ ／ ＭＳ 一级预

扫描和触发的二级扫描 Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｉｏｎ⁃ＩＤＡ 离子累积时

间分别为 ２５０、１００ ｍｓ，采用动态背景扣除（ＤＢＳ）作为

二级触发条件，解簇电压８０ Ｖ，ＣＥ 碰撞能量为３５ ｅＶ，
ＣＥＳ 碰撞能量叠加为（３５ ±１５） ｅＶ。
１􀆰 ３　 统计学方法

将所得的原始数据通过 ＭａｒｋＶｉｅｗ 软件转化后

用进行峰识别、峰对齐、扣除溶剂峰、杂质峰的处理，
滤噪等处理，导出的数据表得到由一系列三维矩阵。

０４５
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统计方法采用 Ｓｉｍａｃａ⁃Ｐ １３􀆰 ５ 软件包中主成分分析

（ＰＣＡ）和偏最小二乘判别分析（ＰＬＳ⁃ＤＡ）进行多维

统计分析。 并采用有监督模式和无监督模式的方式

判别分析，并借助 ＨＭＤＢ、ＭＥＴＬＩＮ、Ｍａｓｓ Ｂａｎｋ、Ｍｅｔａ⁃
ｂｏ Ａｎａｌｙｓｔ、ＫＥＧＧ 等开源数据库进行谱库比对，结合

化学模式识别方法，最终判断出生物体的病理生理

状态，基因功能可能的改变等，并找出可能与之相关

的代谢通路，建立数学模型，进行系统的差异化分

析。 计量资料以均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组均

数比较采用独立样本 ｔ 检验：所有检验水平 α ＝
０􀆰 ０５（双侧），以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 全血检测结果

Ｔ 抑制细胞对体液免疫和细胞免疫起负向调节

作用的 Ｔ 细胞亚群，Ｔ 辅助细胞具有协助体液免疫

和细胞免疫的功能。 采用流式细胞仪检测 Ｔ、Ｂ 细

胞及亚群等指标发现，实验组与对照组比较，总 Ｔ

细胞和 Ｔ 辅助细胞上升明显，而 Ｔ 抑制细胞出现下

降现象；总 Ｂ 细胞明显降低，同时，Ｂ１ 细胞和 Ｂ２ 细

胞均出现下降。 说明环磷酰胺对 Ｔ 抑制细胞和 Ｔ
辅助细胞均产生明显影响，同时对 Ｂ１ 细胞和 Ｂ２ 细

胞均产生不同程度影响（如表 １ 所示）。
２􀆰 ２　 ＱＣ 样品检测分析结果

ＱＣ 样品检测结果主要用于判断样品数据采集过

程中仪器的重现性与稳定性。 通过连续 １０ 次连续进

样分析结果可知，ＵＰＬＣ ／ Ｑ － ＴＯＦ － ＭＳ ／ ＭＳ 质谱系统

在连续进样中快速平衡，连续进样至第 １０ 次重现性

良好，适合大批量样品数据采集（如图 １ 所示）。
２􀆰 ３　 正常组与实验组代谢组学分析

为了研究将正常组与实验组代谢通路变化，将所

得的原始数据通过 ＭａｒｋＶｉｅｗ 软件转化后用进行峰识

别、峰对齐、扣除溶剂峰、杂质峰的处理，滤噪等处理，
导出的数据表得到由一系列三维矩阵，并进行偏最小

二乘法（ＰＬＳ － ＤＡ）分析代谢谱变化，研究发现正常组

与实验组存在明显差异（如图 ２ 所示，参数见表 ２）。
表 １　 流式细胞仪检测结果

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

总 Ｔ 细胞
Ｔｏｔａｌ Ｔ ｃｅｌｌｓ

总 Ｂ 细胞
Ｔｏｔａｌ Ｂ ｃｅｌｌｓ

Ｔ 抑制细胞
Ｔｓ ｃｅｌｌｓ

Ｔ 辅助细胞
Ｔｈ ｃｅｌｌｓ

Ｂ１ 细胞
Ｂ１ ｃｅｌｌｓ

Ｂ２ 细胞
Ｂ２ ｃｅｌｌｓ

ＣＤ３ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ＣＤ３ ＋ ／ ＣＤ４ ＋ ＣＤ１９ ＋ ／ ＣＤ５ ＋ ＣＤ１９ ＋ ／ ＣＤ５ －

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

均值
Ｍｅａｎ ３７􀆰 ３９ ２􀆰 １２ ２５􀆰 ３０ ５９􀆰 ０８ ３７􀆰 １４ ３􀆰 ３９

实验组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

均值
Ｍｅａｎ ５８􀆰 ２１∗∗ １􀆰 ０４∗∗ １６􀆰 ９２∗ ７３􀆰 ４４∗ １７􀆰 ８４∗ ２􀆰 ３５∗

注：实验组比对照组，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ： Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

图 １　 ＱＣ 样品重复十次进样的总离子流叠加图

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｏｖｅｒｌａｙ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＴＩＣ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ＱＣ ｓａｍｐｌｅｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｎ ｔｉｍｅｓ

１４５
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图 ２　 正负两种离子模式下小鼠血清样品 ＰＬＳ － ＤＡ 分析后的 Ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ 图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＰＬＳ － ＤＡ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

表 ２　 正负两种离子模式下小鼠血清样品

ＰＬＳ － ＤＡ 分析结果参数表

Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｔａｂｌｅ ｏｆ ＰＬＳ － ＤＡ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ
ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｒ２Ｘ Ｒ２Ｙ Ｑ２
正离子 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ０􀆰 ５６１ ０􀆰 ９９１ ０􀆰 ９３８
负离子 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ０􀆰 ３５４ ０􀆰 ９１７ ０􀆰 ５６８

２􀆰 ４　 差异物质的解析

正常组与实验组出现明显差异，为了研究造成
两组之间的差异性物质，采用 ＰＬＳ － ＤＡ 模型进一步
进行处理。 ＰＬＳ － ＤＡ 模型中变量重要性投影（ｖａｒｉ⁃
ａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）参数筛选潜在的
生物标志物，ＶＩＰ 值是两组中含量显著改变的差异
物质的值，ＶＩＰ ＞ １，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时，说明对应的代谢物
是差异性代谢物。 通过代谢组学小分子化合物快速
鉴定分析软件系统（ＯＳＩ ／ ＳＭＭＳ，大连达硕信息技术
有限公司）对差异性代谢物进行进一步鉴定分析，
以 ＭＳ１ 和 ＭＳ２ 强度（加权法）进行运算最终鉴定代
谢物 １５ 种。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ＶＩＰ ＞ １􀆰 ００ 为差异物质判
断规则，最终确定差异代谢物质 ９ 种（如表 ３）。
２􀆰 ５　 差异代谢通路富集分析

作为小分子物质，差异性代谢物在机体内多参与

重要功能的调控，为了研究其各自发挥重要作用，借
助 ＫＥＧＧ 网络数据库，找出其具体位置，并对各差异

性代谢物相关代谢通路运用 Ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ ３􀆰 ０（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ． ｃａ ／ ）系统进行通路富集，找
出通路之间关联，最终确定正常组与实验组代谢通路

的差异与关联（如图 ３ 所示）。

３　 结论与讨论

通过分析发现，环磷酰胺对正常机体的不饱和脂

肪酸的生物合成、线粒体脂肪酸代谢、甘油磷脂代谢、
甾类激素的生物合成、花生四烯酸代谢、脂肪酸代谢、
嘧啶的生物合成等代谢通路均产生明显影响。 通过

通路富集结果显示，环磷酰胺在正常组与实验组中影

响最重要的代谢通路为花生四烯酸代谢、甘油磷脂代

谢和嘧啶代谢。
环磷酰胺能抑制免疫细胞，又能抑制骨髓的造血

功能，因此对于机体的损害是全身性的毒性作

用［１２，１３］。 环磷酰胺对处于有丝分裂循环周期的细胞

产生破坏和杀灭作用，因此对活化增殖的细胞具有细

胞毒性作用，表现为对免疫相关细胞呈现出较强的免

疫抑制作用，所以环磷酰胺在免疫抑制研究中常作为

２４５
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阳性对照物，同时也有报道与代谢组学研究相关研究

中。 但是对于环磷酰胺对正常机体的相关研究却不

是相关研究重点，因此并未引起足够重视。

表 ３　 差异代谢物质鉴定结果

Ｔａｂ． ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
序号
ＩＤ

质荷比
ｍ ／ ｚ（Ｄａ）

中文名
Ｎａｍｅ

分子式
Ｆｏｒｍｕｌａ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

差异变量
ＶＩＰ

差异确认
Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ

１ ４９６􀆰 ３３９２ １ － 十六酰 － ＳＮ － 丙三醇 － 磷酸胆碱 Ｃ２４Ｈ５０ＮＯ７Ｐ ０􀆰 ２１１ １􀆰 ０２ ＮＯ
２ ４５７􀆰 １５６ ２′ － 脱氧尿苷 Ｃ９Ｈ１２Ｎ２Ｏ５ ０􀆰 ０００１ １􀆰 ７５ ＹＥＳ
３ ３０３􀆰 ２３１３ １７ － α － 甲基睾酮 Ｃ２０Ｈ３０Ｏ２ ０􀆰 ０３ １􀆰 ０６ ＹＥＳ
４ ３０２􀆰 ３０５９ ＤＬ － 二氢鞘氨醇 Ｃ１８Ｈ３９ＮＯ２ ０􀆰 ００７ １􀆰 ４５ ＹＥＳ
５ ５２２􀆰 ３５６ 油酰磷酸胆碱 Ｃ２６Ｈ５２ＮＯ７Ｐ ０􀆰 ０４９ １􀆰 ０８ ＹＥＳ
６ ３８０􀆰 ２５５７ 鞘氨醇 － １ － 磷酸 Ｃ１８Ｈ３８ＮＯ５ ０􀆰 ０２８ １􀆰 ０４ ＹＥＳ
７ ３９１􀆰 ２８４４ 邻苯二甲酸二异辛酯 Ｃ２４Ｈ３８Ｏ４ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ６２ ＮＯ
８ ２８４􀆰 ２９５２ 硬脂酰胺 Ｃ１８Ｈ３７ＮＯ ０􀆰 ４８７ ０􀆰 ３８ ＮＯ
９ ３０５􀆰 ２４７５ 顺式 － ８，１１，１４ － 二十烷三烯酸 Ｃ２０Ｈ３４Ｏ２ ０􀆰 ７６２ ０􀆰 ６９ ＮＯ
１０ ２８３􀆰 ２６４４ 胆固醇月桂酸酯 Ｃ３９Ｈ６８Ｏ２ ０􀆰 ４８１ １􀆰 ０３ ＮＯ
１１ ２８１􀆰 ２５０６ 反式 － １１ － 十八烯酸 Ｃ１８Ｈ３４Ｏ２ ０􀆰 ０１７ １􀆰 ３３ ＹＥＳ
１２ ２７９􀆰 ２３４５ β － 亚麻酸 Ｃ１８Ｈ３２Ｏ２ ０􀆰 ００３ １􀆰 ０２ ＹＥＳ
１３ ２５５􀆰 ２３５２ 棕榈酸 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ０􀆰 ００３ １􀆰 ０５ ＹＥＳ
１４ ３０３􀆰 ２３３７ 花生四烯酸 Ｃ２０Ｈ３２Ｏ２ ０􀆰 ２５８ １􀆰 ０４ ＮＯ
１５ ３０７􀆰 ２６４７ １１，１４ － 二十碳二烯酸 Ｃ２０：２ Ｃ２０Ｈ３６Ｏ２ ０􀆰 ０１９ ２􀆰 １１ ＹＥＳ

注：ＹＥＳ 为最终确定差异代谢物质，ＮＯ 为未确定。
Ｎｏｔｅ． “ＹＥＳ”ｉｓ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ；“ＮＯ”ｍｅａｎｔ ｎｏｔ ｓｕｒｅ．

图 ３　 通路富集分析结果图

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｐａｔｈｗａｙ ｖｉｅｗ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

　 　 在本研究中，环磷酰胺对正常机体产生明显影

响，不仅体现在机体生物学生理指标和免疫细胞的

变化，还通过代谢组学研究深入到相关作用机制的

分子水平变化，对于后期相关研究采用环磷酰胺作

为阳性对照物时，提供相关对照研究结果，具有一定

的借鉴意义。
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