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核因子 E2相关因子 2对甲基苯丙胺诱导小胶质细胞
激活和极化的调控作用研究

杨根梦#,彭艳霞#,张鑫杰,侯雨含,许　 婧,李利华,杜　 琦∗,洪仕君∗

(国家卫健委毒品依赖和戒治重点实验室 /昆明医科大学法医学院,昆明　 650500)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨核因子 E2相关因子 2(Nrf2)对甲基苯丙胺(METH)诱导小胶质细胞激活和极化的调控
作用。 方法　 体外实验以小鼠小胶质(BV2)细胞和人小胶质(HMC3)细胞为研究对象;体内实验以野生型小鼠和
Nrf2基因敲除鼠为研究对象,分别建立体内外 METH诱导的毒性模型,应用免疫荧光( IF)和蛋白免疫印迹检测各
组细胞和小鼠脑组织内小胶质细胞激活和极化的表达情况。 结果　 给予 METH后,BV2和 HMC3细胞表达小胶质
细胞 M1表型标志蛋白诱导型一氧化氮合酶(iNOS)的荧光水平显著升高(P<0. 001),而表达小胶质细胞 M2 表型
标志蛋白精氨酸酶 1(Arg1)的荧光水平明显降低(P<0. 05,P<0. 01);小鼠皮质内小胶质细胞明显被激活,皮质内
离子钙结合衔接分子 1(IBA1)和 iNOS的表达水平明显升高(P<0. 001,P<0. 05),Arg1的表达水平降低(P<0. 01)。
与野生型 METH组相比,Nrf2 基因敲除后给予 METH 发现小胶质细胞激活的数量明显增多(P<0. 01),同时 IBA1
和 iNOS的表达水平有所升高(P<0. 001,P<0. 01),Arg1的表达水平有所降低(P<0. 01)。 结论　 Nrf2 对 METH 诱
导小胶质细胞激活和极化具有重要的调控作用,Nrf2有望成为治疗 METH诱导神经炎症的潜在干预靶点。

【关键词】 　 甲基苯丙胺;小胶质细胞;核因子 E2相关因子 2;神经毒性作用
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2
 

( Nrf2)
 

in
 

the
 

activation
 

and
 

polarization
 

of
 

microglia
 

induced
 

by
 

methamphetamine
 

(METH).
 

Methods　 BV2
 

and
 

HMC3
 

cells
 

were
 

studied
 

in
 

vitro
 

and
 

wild-type
 

mice
 

and
 

Nrf2-knockout
 

mice
 

were
 

studied
 

in
 

vivo.
 

In
 

vivo
 

and
 

in
 

vitro
 

toxicity
 

models
 

induced
 



by
 

METH
 

were
 

established,
 

respectively.
 

The
 

activation
 

and
 

polarization
 

of
 

microglia
 

in
 

each
 

group
 

were
 

examined
 

using
 

immunofluorescence
 

and
 

Western
 

blot,
 

respectively.
 

Results 　 METH
 

treatment
 

significantly
 

increased
 

the
 

fluorescence
 

level
 

of
 

inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase
 

( iNOS)
 

in
 

BV2
 

and
 

HMC3
 

cells
 

(P< 0. 001),
 

and
 

significantly
 

decreased
 

the
 

fluorescence
 

level
 

of
 

Arginase1
 

(Arg1)
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01).
 

METH
 

exposure
 

activated
 

microglia
 

in
 

the
 

cortex,
 

increased
 

expression
 

levels
 

of
 

ionized
 

calcium
 

binding
 

adaptor
 

molecule-1
 

(IBA1)
 

and
 

iNOS
 

(P<0. 001,
  

P<0. 05),
 

and
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

Arg1
 

(P<0. 01).
 

The
 

number
 

of
 

activated
 

microglia
 

was
 

significantly
 

increased
 

after
 

Nrf2
 

gene
 

knockout
(P<0. 01),

 

compared
 

with
 

the
 

WT
 

METH
 

group,
 

while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

IBA1
 

and
 

iNOS
 

were
 

also
 

increased
 

(P<
0. 001,

 

P<0. 01)
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Arg1
 

was
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

Conclusions　 Nrf2
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

regulating
 

the
 

activation
 

and
 

polarization
 

of
 

microglia
 

induced
 

by
 

METH.
 

Nrf2
 

may
 

thus
 

be
 

a
 

potential
 

target
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

neuroinflammation
 

induced
 

by
 

METH.
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factor
 

2;
  

neurotoxic
 

effect
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　 　 毒品问题是严重危害公共安全和人类健康的
全球性问题。 最新中国毒情形势报告显示,“冰毒”
是我们国家滥用人数最多的毒品。 甲基苯丙胺
(methamphetamine,METH),俗称“冰毒”,是一种新
型合成毒品,主要通过中脑边缘多巴胺系统来发挥
作用[1-2] 。 研究表明,METH 可通过血脑屏障,诱导
神经细胞凋亡、焦亡和坏死等,从而损害神经系
统[3-6] 。 但 METH诱导神经毒性的作用机制有待进
一步研究。
众多研究发现,METH 诱导的神经毒性作用与

以小胶质细胞活化为特征的神经炎症反应有

关[7-8] 。 小胶质细胞是大脑中释放炎症因子的主要
细胞,长期滥用 METH 可诱导小胶质细胞增生,并
分泌大量的促炎性细胞因子[9] 。 根据小胶质细胞
激活和极化的功能状态分为小胶质细胞 M1 促炎型
和小胶质细胞 M2 抗炎修复型[10-11] 。 M1 型主要是
可以增强氧化产物及促炎因子的产生,M1 型常见
的细胞分化标志物有诱导型一氧化碳合酶

(inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase,iNOS)、CD16 / 32 和
CD68等。 M2型主要是可诱导抗炎因子、营养因子
和促进组织修复的因子的产生[10-12] 。 M2 型常见的
细胞分化标志物有精氨酸酶 1( Arginase1,Arg-1)和
CD206等[9,13] 。 研究发现,METH 诱导的神经毒性
作用与氧化应激和神经炎症反应密切相关[14] 。 但
METH诱导神经炎症反应和氧化应激的机制尚未
阐明。
核因子 E2 相关因子 2( nuclear

 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2,Nrf2)是一种重要的转录因子,可
通过启动一系列抗氧化基因的转录对细胞内环境

的稳态和炎症反应发挥重要调控作用[1,15] 。 前期研
究表明,Nrf2通路参与 METH 激活炎性小体诱导神
经炎症反应的过程,如METH可激活 NOD样受体热

蛋白结构域相关蛋白 3 ( NOD-like
 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3, NLRP3)炎性小
体,但 Nrf2对 METH诱导小胶质细胞极化表型的调
控作用不清楚。
综上,本研究的目的是探讨 Nrf2 对 METH诱导

小胶质细胞激活和极化的调控作用。 本研究以小
鼠小胶质( BV2)细胞、人小胶质( HMC3)细胞以及
Nrf2敲除鼠为研究对象,建立 METH 诱导小胶质细
胞和小鼠的毒性模型,通过体内和体外实验共同探
讨 Nrf2对 METH诱导小胶质细胞激活和极化的调
控作用,该研究可为揭示 METH 神经毒性作用机制
提供新思路。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料
1. 1. 1　 细胞
　 　 BV2细胞和 HMC3 细胞由国家卫健委毒品依
赖和戒治重点实验室提供。
1. 1. 2　 实验动物
　 　 参照课题组前期的实验方法[2] ,选择 SPF 级成
年野生型雄性 C57BL / 6J 小鼠和 Nrf2 基因敲除
(Nrf2

 

gene
 

knockout,Nrf2-KO)小鼠各 10只,6 ~ 8 周
龄,体重 18 ~ 20

 

g,所有小鼠均饲养于昆明医科大学
SPF级环境中[ SYXK(滇) K2020 - 0006]。 野生型
C57BL / 6J小鼠购于河南斯克贝斯生物科技股份有
限公司[SCXK(豫)2020-0005],Nrf2-KO 小鼠购于
赛业公司[SCXK(苏) 2022-0016]。 本次实验通过
了动 物 实 验 伦 理 审 查 委 员 会 审 查 批 准

(kmmu20211313),在实验过程中严格做到了 3R
原则。
1. 2　 主要试剂与仪器
　 　 Arg1(16001-1-AP)、IBA1(81728-1-RR)和 iNOS
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(22226-1-AP ) 均购买于 Proteintech 公司; METH
(171212-200603)购买于中国食品药品检定研究院;
杜氏改良 Eagle 培养基( Dulbecco’ s

 

modification
 

of
 

Eagle’ s
 

medium, DMEM) ( 2036135)和胎牛血清
 

(Fetal
 

bovine
 

serum,FBS) (2033119)购买于 BI 公
司;放射性免疫沉淀检测( radio

 

immunoprecipitation
 

assay,RIPA)裂解液(P0013B)和 Bicinchoninic
 

Acid
(BCA)蛋白定量试剂盒 ( P0012)购买于碧云天;
0. 45

 

μm 聚偏二氟乙烯膜( polyvinylidene
 

fluoride,
PVDF)膜购买于 GE

 

Healthcare
 

Life
 

Sciences 公司;
5×蛋白上样缓冲液(P0015L)购买于碧云天;脱脂牛
奶 ( # 8064872 ) 购买于 BD 公司; 4% 多聚甲醛
( BL539A, 69120900 ) 购 买 于 Solarbio; 苏 木 素
(C0105M)购买于碧云天;聚乙二醇辛基苯基醚( #
T8200)购买于 Solarbio;山羊血清( SL038)购买于
Solarbio;封片剂(S2110)购买于 Solarbio。 切片扫描
仪(KF-LPE-006)购买于宁波江丰生物信息技术有
限公司;凝胶成像系统 ( 734BR5256)购买于美国
Bio-Rad公司;倒置荧光显微镜成像系统( AF7000)
购买于德国 Leica;超低温冰箱(DW-HL388)购买于
中科美菱低温科技股份有限公司。
1. 3　 实验方法
1. 3. 1　 BV2细胞和 HMC3细胞培养
　 　 参照课题组前期的培养方法[2] ,复苏 BV2 细胞
和 HMC3细胞,培养细胞用含 10%

 

FBS、1%青霉素-
链霉素混合液的 DMEM高糖培养基,培养皿内细胞
长到 70% ~ 90%可进行细胞传代。 给予 BV2细胞和
HMC3细胞的 METH 浓度是 0. 1

 

mmol / L,作用时间
是 24

 

h。
1. 3. 2　 动物实验
　 　 参照课题组前期的动物实验建模方案[2] ,将野
生型(wild

 

type,WT)和 Nrf2-KO 小鼠随机分成两个
组,即生理盐水( Control)组(10

 

mL / kg
 

,n = 10)和
METH组(2

 

mg / kg,n = 10),每天给药 2 次,间隔 12
 

h,给药时间持续 7
 

d。 给药结束后麻醉小鼠,部分
小鼠用 4%多聚甲醛灌注和固定。 部分小鼠脑组织
分离出前额叶皮质后保存于-80

 

℃备用。
1. 3. 3　 苏木素-伊红(hematoxylin-eosing,HE)染色
　 　 参照课题组前期的的实验方法[2] ,石蜡切片经
过脱蜡、脱水(二甲苯 10

 

min×3次,无水乙醇 10
 

min
×2次,95%无水乙醇 5

 

min,90%无水乙醇 5
 

min,
80%无水乙醇 5

 

min,70%无水乙醇 5
 

min)和漂洗后
用苏木素染核,经过脱水、晾干和中性树胶封片,应

用切片扫描仪扫片并分析结果。
1. 3. 4　 免疫荧光(immunofluorescence,IF)
　 　 参照课题组前期的实验方法[1] ,通过爬片后接
种细胞,待细胞长到 60% ~ 70%后加入 METH 作用
24

 

h后,经过 4%多聚甲醛固定细胞和 0. 3%聚乙二
醇辛基苯基醚(Triton

 

X-100)通透细胞膜以及 10%
山羊血清封闭后,加入相应的一抗 Arg1(1 ∶ 200)、
iNOS(1 ∶ 200)和 IBA1(1 ∶ 200)4

 

℃孵育过夜。 再
加入二抗(1 ∶ 200),孵育 2

 

h。 漂洗后滴加含 4’,6-
二脒 基 - 2 - 苯 基 吲 哚 ( 4 ’, 6-diamidino-2-
phenylindole,DAPI)的抗荧光淬灭剂封片,用倒置荧
光显微镜采集图像。
1. 3. 5　 蛋白免疫印迹(Western

 

blot)
　 　 参照课题组前期实验方法[2] ,各组细胞和小鼠
脑 组 织 通 过 RIPA 裂 解 液 裂 解 30

 

min 后
12

 

000
 

r / min 离心 15
 

min。 取上清液测定蛋白浓
度,并进行蛋白变性。 通过凝胶电泳分离蛋白后,
将蛋白转移到 PVDF 膜上,用 5%的脱脂牛奶封闭
1

 

h。 用 Tris-HCl 缓冲盐溶液加吐温 20 ( Tris
 

Buffered
 

Saline
 

and
 

Tween
 

20,TBST)洗膜后,加入相
应的一抗 IBA1 ( 1 ∶ 1000)、Arg1 ( 1 ∶ 1000)、 iNOS
(1 ∶ 1000)和 β-肌动蛋白(β-actin)4

 

℃孵育过夜。
用 TBST洗膜后加相应的二抗(1 ∶ 5000),孵育 1

 

h。
洗膜后应用超高灵敏度化学发光凝胶成像仪观察

图像并用 Image
 

J软件进行结果分析。
1. 4　 统计学方法
　 　 实验数据分析和结果统计采用 GraphPad

 

Prism
 

8、SPSS
 

28. 0软件和 AI进行。 实验数据以平均数±
标准差( 􀭰x±s)表示。 组间比较采用 t 检验,α = 0. 05
为检验标准,P<0. 05认为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 METH诱导小胶质细胞表达 Nrf2
　 　 与 Control 组相比,METH 可引起细胞间隙增
宽,细胞皱缩变圆,细胞突触变短,细胞贴壁状态不
佳。 如图 1 用 IF 检测各组细胞表达 Nrf2 的情况。
与 Control组相比,METH组 BV2细胞和 HMC3细胞
表达 Nrf2 的荧光水平明显升高 ( P < 0. 001) ,且
Nrf2 发生明显核移位,核内 Nrf2 荧光水平明显
增强。
2. 2　 METH可明显激活小胶质细胞
　 　 如图 2所示,与 Control组相比,给予 METH后,
BV2细胞表达 M1(iNOS)表型的荧光水平明显升高
(P<0. 001)。 与 Control 组比,给予 METH 后,BV2
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注:A:BV2的形态学变化;B:BV2细胞表达 Nrf2的荧光情况;C:BV2细胞表达 Nrf2的荧光强度;D:HMC3 细胞的形态学变化;E:HMC3细胞表

达 Nrf2的荧光情况;F:HMC3细胞表达 Nrf2的荧光强度。 与 Control组相比,
 ∗∗∗P<0. 001。

图 1　 METH诱导小胶质细胞形态改变和 Nrf2的表达(n= 3)
Note.

 

A,
 

Morphological
 

changes
 

of
 

BV2
 

cells.
 

B,
 

IF
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2
 

in
 

BV2
 

cells.
 

C,
 

Fluorescence
 

intensity
 

of
 

Nrf2
 

in
 

BV2
 

cells.
 

D,
 

Morphological
 

changes
 

of
 

HMC3
 

cells.
 

E,
 

IF
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2
 

in
 

HMC3
 

cells.
 

F,
 

Fluorescence
 

intensity
 

of
 

Nrf2
 

in
 

HMC3
 

cells.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

METH
 

on
 

the
 

morphology
 

of
 

microglia
 

and
 

Nrf2
 

expression
 

in
 

microglia

细胞表达 M2(Arg1)表型的荧光水平有所降低(P<
0. 05)。
与 Control组相比,给予 METH 后,HMC3 细胞

表达 M1( iNOS)表型的荧光水平显著性升高(P<
0. 001),而 HMC3 细胞表达 M2( Arg1)表型的荧光
水平明显降低(P<0. 01)。
2. 3　 敲除 Nrf2后,METH 对小胶质细胞激活和极
化的影响

　 　 如图 3A 显示,与 Control 组相比,给予 METH
后,WT小鼠皮质内神经细胞水肿,嗜酸性增强,可
见红色神经元改变。 如图 3B 显示,与 Nrf2-KO

 

Control组相比,Nrf2-KO
 

METH 组神经细胞胞体肿
胀、嗜酸性变,红色神经元数量明显增多。 与 WT

 

METH组相比,Nrf2-KO
 

METH组神经细胞嗜酸性变

较明显,红色神经元数量有所增多。
如图 3A、 3B 所示,与 Control 组相比,给予

METH后 WT小鼠皮质内小胶质细胞激活的数量有
所增多。 而敲除 Nrf2 后,与 WT

 

METH 组相比,
Nrf2-KO

 

METH组小胶质细胞激活的数量更多。
如图 3C 所示,与 Control 组相比,WT

 

METH 组
皮质表达 IBA1和 iNOS的水平有所升高(P<0. 001,
P<0. 05),而表达 Arg1的水平明显降低(P<0. 01)。
Nrf2基因敲除后,与 Nrf2-KO

 

Control 组相比,Nrf2-
KO

 

METH组皮质表达 IBA1 和 iNOS 的水平明显升
高(P<0. 001,P<0. 01),而表达 Arg1 的水平明显降
低( P < 0. 01 )。 与 WT

 

METH 组相比, Nrf2-KO
 

METH组皮质表达 IBA1 和 iNOS 的水平有所升高,
而表达 Arg1的水平有所降低。
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注:A:BV2细胞表达 Arg1的情况;B:BV2细胞表达 iNOS的情况;C:BV2细胞表达 Arg1和 iNOS的荧光强度分析结果;D:HMC3细胞表达 Arg1

的情况;E:HMC3细胞表达 iNOS 的情况;F:HMC3 细胞表达 Arg1 和 iNOS 的荧光强度分析结果。 与 Control 组相比,
 ∗P< 0. 05,

 ∗∗P< 0. 01,
 

∗∗∗P<0. 001。

图 2　 METH激活小胶质细胞(n= 3)
Note.

 

A,
 

Expression
 

of
 

Arg1
 

in
 

BV2
 

cells.
 

B,
 

Expression
 

of
 

iNOS
 

in
 

BV2
 

cells.
 

C,
 

Result
 

of
  

fluorescence
 

intensity
 

analysis
 

of
 

Arg1
 

and
 

iNOS
 

in
 

BV2
 

cells.
 

D,
 

Expression
 

of
 

Arg1
 

in
 

HMC3
 

cells.
 

E,
 

Expression
 

of
 

iNOS
 

in
 

HMC3
 

cells.
 

F,
 

Result
 

of
  

fluorescence
 

intensity
 

analysis
 

of
 

Arg1
 

and
 

iNOS
 

in
 

HMC3
 

cells.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

2　 METH
 

activates
 

microglia

3　 讨论

　 　 小胶质细胞的激活对免疫反应和神经元存活
较为重要[16] 。 可通过检测 IBA1的表达水平来判断
小胶质细胞的激活程度,静息态的小胶质细胞表现
为分支状,即极化表型为 M1 型;激活态的小胶质细
胞则呈变形虫状,即极化表型为 M2 型[17] 。 METH
滥用诱导的神经炎症与小胶质细胞的激活和活化

存在着密切联系。 注射 METH 后,海马区星形胶质
细胞和小胶质细胞均可显著被激活[18] 。 METH 可
通过诱导细胞因子如白细胞介素-8( interleukin-8,
IL-8)和肿瘤坏死因子- α ( tumor

 

necrosis
 

factor-α,
TNF-α)等的释放增强神经毒性作用[19] 。 此外,
METH诱导神经毒性作用可能与神经炎症尤其是与
激活小胶质细胞和 NLRP3 炎性小体有关[20] ,但作
用机制尚未阐明。
本研究主要是探讨 Nrf2 对 METH 诱导小胶质

细胞激活和极化的调控作用。 主要发现 METH 对
BV2细胞和 HMC3 细胞具有毒性作用,且可激活
Nrf2通路。 同时,METH 可诱导小胶质细胞极化和
增强小胶质细胞的促炎作用,而降低小胶质细胞的
抗炎作用。 为了进一步探讨 Nrf2 对 METH 诱导小
胶质细胞激活和极化的调控作用,我们分别利用野
生型和 Nrf2基因敲除小鼠建立了 METH毒性模型。
结果显示给予 METH 后,可激活小鼠皮质内的小胶
质细胞,同时可增强小鼠的促炎作用和降低抗炎作
用。 而 Nrf2敲除后,METH 增强小鼠的促炎作用和
降低抗炎作用更显著。 在 METH 的作用下,神经元
的正常功能受到干扰,可能导致细胞内环境的紊乱
和氧化应激的增加,METH可通过激活小胶质细胞,
诱导小胶质细胞极化,释放大量的炎性介质,此时,
Nrf2通路的激活可能是一个保护性的反应,通过增
加抗氧化物质的产生来对抗由 METH 引起的氧化
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注:A:WT小鼠皮质的 HE染色结果和 IBA1的表达;B:Nrf2-KO小鼠皮质的 HE染色结果和 IBA1的表达;C:Western
 

blot检测小鼠前额叶

皮质中 IBA1、Arg1和 iNOS的表达。 与 Control组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001;与 WT

 

METH组相比,
 #P<0. 05。

图 3　 METH诱导小鼠皮质神经细胞形态改变和激活小胶质细胞的情况(n= 3)
Note.

 

A,
 

HE
 

staining
 

results
 

and
 

IBA1
 

expression
 

in
 

cortex
 

of
 

WT
 

mice.
 

B,
 

HE
 

staining
 

results
 

and
 

expression
 

of
 

IBA1
 

in
 

cortex
 

of
 

Nrf2-KO
 

mice.
 

C,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

IBA1,
 

Arg1
 

and
 

iNOS
 

in
 

the
 

prefrontal
 

cortex
 

of
 

mice.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗P<

0. 05,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

WT
 

METH
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

METH
 

on
 

morphology
 

of
 

neurons
 

and
 

activation
 

of
 

microglia
 

in
 

mice

损伤。 此外,METH 还可能通过影响其他信号通路
来间接调节 Nrf2通路的活性。 然而,长期或过度的
Nrf2激活可能会引发或加剧神经炎症反应。 除了
Nrf2通路可调控 METH 诱导小胶质细胞激活和极
化以外,METH可通过非编码 RNA 参与调节神经炎
症反应[21-22] 。 还有研究表明,METH 激活小胶质细
胞的机制可能与高迁移率族蛋白 B1、Sigma-1R、NF-
κB和 Toll样受体 4 激活等有关[23-26] 。 星形胶质细
胞增生也是 METH 滥用损伤神经系统后的后果之
一。 总之,神经炎症反应是一个复杂的病理过程,
涉及多种细胞和分子的相互作用。 本研究探讨了
Nrf2对 METH诱导小胶质细胞激活和极化的调控
作用。 通过了解 METH 诱导小胶质细胞激活和极
化介导神经炎症的调控机制,可为阐明 METH 的神
经毒性作用机制提供新思路。
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