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［作者简介］邬建飞，男，硕士，助理研究员，研究方向：神经发育生物学。 Ｅｍａｉｌ：１７９５０７２０９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］刘宇，男，硕士，助理研究员，研究方向：神经发育生物学研究精神疾病分子机制。 Ｅｍａｉｌ：４４１５１４７３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ；

周勇，男，硕士，主治医师，研究方向：精神疾病分子机制。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｙｏｎｇｅｄｕ２５００＠ １６３． ｃｏｍ。
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邬建飞１，２ ，蔡端芳１，２ ，谭友果１，２ ，刘可智１，２ ，陈元怀１ ，王薏琳１，２ ，
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（１． 自贡市精神卫生中心，四川 自贡　 ６４３０２０；２． 自贡市脑科学研究院，四川 自贡　 ６４３０２０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨喹吡罗诱导的强迫症（ｏｂｓｅｓｓｉｖｅ⁃ｃｏｍｐｕｌｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＯＣＤ）小鼠的行为学变化，再研

究不同脑区神经元激活情况，并通过转录组测序技术检测差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）
及富集的生物学通路，从而探讨 ＯＣＤ 的发病机制。 方法　 将 ３２ 只 ２ 月龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ＯＣＤ
组和对照组（ｎ ＝ １６），ＯＣＤ 组小鼠间隔 １ ｄ 颈部皮下注射喹吡罗（０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ），共 １９ 次，对照组小鼠注射生

理盐水；造模完成后进行旷场测试、高架十字迷宫实验和大理石掩埋实验；行为学结束后取材，利用尼氏染色

检测神经元损伤情况，利用免疫荧光染色检测 ｃ⁃Ｆｏｓ 和 Ｉｂａ１ 蛋白的表达情况，利用转录组测序技术筛选 ＤＥＧｓ
和富集相关信号通路；利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＴＮＦ⁃α、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＩＬ⁃６ 相关炎症因子的表达。
结果　 喹吡罗诱导的 ＯＣＤ 小鼠表现出焦虑样行为和强迫样行为；海马区和下丘脑区神经元出现损伤情况；
ｃ⁃Ｆｏｓ 和 Ｉｂａ１ 蛋白在皮层、纹状体和下丘脑等脑区的表达都增加；转录组测序结果 ＯＣＤ 小鼠 ＤＥＧｓ 集于 ＮＦ⁃κＢ
信号通路；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示 ＴＮＦ⁃α、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＩＬ⁃６ 等促炎症因子表达显著增加。 结论　 ＯＣＤ 小鼠

多个脑区神经元被异常激活，小胶质细胞出现功能障碍，ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活引起的神经炎症伴随着 ＯＣＤ 的

发生过程。
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ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｓ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＯＣＤ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｂｓｅｓｓｉｖｅ⁃ｃｏｍｐｕｌｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ＮＦ⁃κＢ； ＴＮＦ⁃α；
ｍｏｕｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 强迫症（ ｏｂｓｅｓｓｉｖｅ⁃ｃｏｍｐｕｌｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＯＣＤ）
是一种常见的慢性神经精神类疾病，患者通常出

现侵入性、持续性观念或重复性、刻板性强迫行

为［１］。 流行病学研究显示，ＯＣＤ 终身患病率约

３％，影响全球约 ２ 亿人的正常生活，是全球十大

致残原因之一，严重影响患者的生活质量和身体

健康， ＯＣＤ 的治疗是神经科学领域的重大挑

战［２］。 目前 ＯＣＤ 的一线治疗方法包括 ５⁃羟色胺

再摄取抑制剂（ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｒｅｕｐｔａｋｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＳＲＩｓ）
治疗和认知行为疗法，但约有 ４０％的患者对现有

治疗无反应或反应不佳，因此需要深入研究 ＯＣＤ
的发病机制，以探索更为有效的治疗方法［３］。 研

究显示，ＯＣＤ 临床症状具有高度异质性，病因复

杂，ＯＣＤ 的发生可能与遗传、神经生物学、外界环

境和个体心理等因素存在关联［４］。 神经解剖学

揭 示 皮 质⁃纹 状 体⁃丘 脑⁃皮 质 （ ｃｏｒｔｉｃｏ⁃ｓｔｒｉａｔａｌ⁃
ｔｈａｌａｍｏ⁃ｃｏｒｔｉｃａｌ，ＣＳＴＣ）回路主要负责个体情绪、
奖励、记忆和计划的执行功能等方面的调控，有
研究认为，ＯＣＤ 的发生与 ＣＳＴＣ 区域功能和结构

异常紧密关联，相关通路信号紊乱可能导致患者

出现认知控制缺陷和情绪功能障碍［５］。 也有研

究指出，ＯＣＤ 的发生与杏仁核、海马体和扣带回

等边缘系统密切相关，这些区域功能异常可能增

加强迫性思维和强迫性行为［６］。
ＯＣＤ 病理机制尚未研究清楚，ＯＣＤ 动物模型

的广泛建立有利于深入探究强迫症的发病机制，
目前研究人员已经在小鼠、大鼠、恒河猴等实验

动物上成功建立了 ＯＣＤ 模型，其中以 ＯＣＤ 小鼠

模型最为常见［３－７］。 研究发现， Ｈｏｘｂ８、 Ｓｌｃ１Ａ１、
ＳＡＰＡＰ３ 和 Ｓｌｉｔｒｋ５ 等属于 ＯＣＤ 候选基因，敲除这

３４３
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些基因会导致小鼠出现持续性梳理行为和焦虑

样行为［８］。 除了转基因 ＯＣＤ 模型外，药物诱发也

是建立 ＯＣＤ 模型的常用方法，如喹吡罗会诱导小

鼠出现重复检查行为，注射 ５⁃羟色胺受体 １Ｂ 激

动剂会诱导小鼠出现持续性运动和前脉冲抑制

缺陷， 这 些 异 常 重 复 行 为 是 ＯＣＤ 的 典 型

表现［９－１０］。
本研究拟采用喹吡罗诱导 ＯＣＤ 小鼠模型，然

后通过行为学实验检测 ＯＣＤ 小鼠与对照组小鼠

的行为学差异，利用免疫荧光技术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
技术检测皮层、纹状体和下丘脑神经元活动标记

物细胞原癌基因 Ｆｏｓ 蛋白（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ
Ｆｏｓ，ｃ⁃Ｆｏｓ）和小胶质细胞活化标记物离子钙结合

适配 器 分 子 １ 蛋 白 （ ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ａｄａｐｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，Ｉｂａ１）的表达情况，同时利用有

参转录组测序技术挖掘 ＯＣＤ 小鼠差异表达基因

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）和富集相关

信号通路。 以期探究 ＯＣＤ 发病过程中参与调节

的信号通路，为 ＯＣＤ 的临床治疗提供新的启示。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３２ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，２ 月龄，体
质量 ２０ ～ ２２ ｇ，购买于成都集萃药康生物科技有

限公司【ＳＣＸＫ（川）２０２０－００３４】，所有实验在自贡

市脑科学研究院实验动物中心完成【ＳＹＸＫ（川）
２０２２－２５７】。 实验动物饲养间温度 ２２ ～ ２５ ℃，相
对湿度 ５０％ ～ ６０％，保持 １２ ｈ 暗 ／ １２ ｈ 明的循环

光照，光照强度为 １５ ～ ２０ ｌｘ，保证小鼠自由采食

和饮水。 本研究实验设计和所使用动物均获得

了自贡市精神卫生中心伦理委员会的批准

（ＺＰＲＣ⁃２０２４０３２０），并确保在实验过程中尽量减

轻动物痛苦。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

喹吡罗盐酸盐（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｑ１０２）；放射性

免疫沉淀检测 （ ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ，
ＲＩＰＡ）组织细胞裂解液（酷来搏，ＳＬ１０１０）；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（酷来搏，ＳＫ１０７０）；荧光抗

体稀释液（索莱宝，Ａ１８４０），Ｑｕｉｃｋ ＢｌｏｃｋＴＭ 免疫荧

光染色二抗稀释液（碧云天，Ｐ０２６５）；Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
（碧云天，ＳＴ７９５）；４％多聚甲醛固定液（ｂｉｏｓｈａｒｐ，

ＢＬ５３９Ａ）； Ｉｂａ１ 抗体 （ ＣＳＴ，Ｐ５５００８）； ｃ⁃Ｆｏｓ 抗体

（ ａｂｃａｍ， ａｂ２２２６９９ ）； ＴＮＦ⁃α 抗 体 （ Ａｆｆｎｉｔｙ，
ＡＦ７０１４）；ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体 （ Ａｆｆｎｉｔｙ，ＡＦ５００６）；ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗 体 （ Ａｆｆｎｉｔｙ， ＡＦ２００６ ）； ＩＬ⁃６ 抗 体

（Ａｆｆｎｉｔｙ，ＤＦ６０８７）；ＧＡＰＤＨ（Ａｆｆｎｉｔｙ，ＡＦ７０２１）；４’，
６⁃二 脒 基⁃２⁃苯 基 吲 哚 （ ４ ’， ６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ， ＤＡＰＩ ） （ ａｂｃａｍ， ａｂ２２８５４９ ）； Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ （ 博 奥 森， ｂｓ⁃
０２９５Ｇ）；ＥＣＬ 超敏发光液（索莱宝，ＰＥ００１０）；封
闭液（索莱宝，ＳＷ３０１５）；尼氏试剂盒（索莱宝，
Ｇ１４３２）；磷酸盐缓冲生理盐水（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）缓冲液（Ｇｉｂｃｏ，Ｃ１００１０５００ＢＴ）；三羟

甲基氨基甲烷缓冲盐溶液与吐温 ２０ （ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ ２０，ＴＢＳＴ）（索莱宝，Ｔ１０８１）；聚偏

二 氟 乙 烯 膜 （ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ， ＰＶＤＦ ）
（Ｍｅｒｃｋ ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＩＰＶＨ０００１０）；ＲＮＡ 提取试剂盒

（诺唯赞，ＲＣ２０２⁃０１）；反转录试剂盒 （诺唯赞，
Ｒ３２３⁃０１）；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒（诺唯

赞，Ｑ１２１⁃０３）。 冰冻切片机 （徕卡 ＣＭ１９５０，德

国 ）； 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 （ 赛 默 飞

ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ３，美国）；行为学仪器（深圳市瑞沃

德生命科技有限公司，中国）；电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美
国）；化学发光成像系统（Ｖｉｌｂｅｒ ＦＵＳＩＯＮ Ｆｘ６，法
国）；荧光倒置显微镜（尼康 Ｔｉ２⁃ｕ，日本）；激光共

聚焦显微镜（尼康 Ｃ２，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＯＣＤ 造模

参考 ＳＵＮ 等［１０］研究利用喹吡罗盐酸盐构建

ＯＣＤ 小鼠模型。 造模一共维持 ３８ ｄ，ＯＣＤ 组小鼠

每隔 １ ｄ 颈部皮下注射 ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ 喹吡罗溶液，
对照组小鼠每隔 １ ｄ 注射等量无菌生理盐水。 注

射喹吡罗会抑制小鼠的运动能力，故注射药物后

让小鼠笼中休息 １ ｈ，然后进行强迫行为训练。 将

小鼠放于 ２５ ｃｍ × １６ ｃｍ × １９ ｃｍ 的训练场内自

由活动 ２ ｈ，训练场的一侧分别放置清水和等量的

１０％蔗糖溶液，间隔 １ ｈ 后调换两个水瓶的位置。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物行为学检测

ＯＣＤ 造模完成后，参考刘培等［１１］ 研究进行

动物行为学实验。 在行为实验开始前，将小鼠提

前 １ ｈ 转移至动物行为室适应环境。 每只小鼠测

试结束后用 ７５％乙醇轻轻擦拭仪器，确保去除上

一只小鼠的气味。 除了大理石掩埋实验（ｍａｒｂｌｅ

４４３
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ｂｕｒｙｉｎｇ ｔｅｓｔ，ＭＢＴ）结果人工统计外，其他行为实

验利用 Ｎｏｌｄｕｓ Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ ＸＴ １５􀆰 ０ 软件进行统计

分析。
（１）旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）：旷场为

４０ ｃｍ × ４０ ｃｍ × ４０ ｃｍ 正方体开口箱，测试箱分

为观察区、中心区、边缘区 ３ 个区域，从中心区中

心点投放小鼠，记录小鼠 ５ ｍｉｎ 内的移动距离、理
毛次数和进入中心区频率。

（２）高架十字迷宫实验（ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ
ｔｅｓｔ，ＥＰＭ）：高架十字迷宫是一个十字形平台，由
两个开放臂（３０ ｃｍ × ８ ｃｍ），两个闭臂（３０ ｃｍ ×
８ ｃｍ × １５ ｃｍ）以及一个中心平台（８ ｃｍ × ８ ｃｍ）
共同组成。 开始实验时，将小鼠放到中心平台，
并保证小鼠面向开放臂。 然后用摄像头记录小

鼠 ５ ｍｉｎ 内进入开臂次数及在开臂停留的时间。
（３）ＭＢＴ：在 ４０ ｃｍ × ４０ ｃｍ × ４０ ｃｍ 的白色

塑料箱箱底铺放 ５ ｃｍ 厚的玉米芯垫料，然后在上

面均匀铺上 ２０（４ × ５）颗黑色大理石。 将小鼠放

入箱子中间，然后让小鼠自由活动 ３０ ｍｉｎ，活动结

束后对掩埋深度达到 ２ ／ ３ 的大理石数量进行

统计。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集

完成动物行为学实验后进行样本采集。 用

２０％氨基甲酸乙酯溶液按照 ７ ｍＬ ／ ｋｇ 对小鼠进行

麻醉，然后处死小鼠。 剪开小鼠胸腔暴露心脏，
用无菌 ＰＢＳ 缓冲液对小鼠进行充分灌注，迅速剥

离小鼠脑组织，清洗后用 ４％多聚甲醛固定，充分

固定后用于免疫荧光染色（ｎ ＝ ８）。 另取小鼠脑

组织，ＰＢＳ 缓冲液清洗后迅速投入液氮冷冻，待完

全冷冻后保存于⁃８０ ℃ 冰箱，用于后续 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和有参转录组测序（ｎ ＝ ８）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 尼氏染色

对小鼠脑组织进行固定及梯度蔗糖脱水后，
利用冰冻切片机制备 １０ μｍ 厚脑切片并贴附于

载玻片。 尼氏染色依次过双蒸水（１ ｍｉｎ）、７０％乙

醇（ １ ｍｉｎ）、 ９５％ 乙醇 （ ５ ｍｉｎ）、无水乙醇 （ １０
ｍｉｎ）、二甲苯透明（２０ ｍｉｎ），再经甲基紫 ５６ ℃染

色（１０ ｍｉｎ）、分化液（１ ｍｉｎ）、梯度乙醇脱水及二

甲苯透明处理，中性树胶封固后用光学显微镜观

察神经元尼氏体及组织结构。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫荧光染色

将脑组织制备成 ２０ μｍ 切片后进行免疫荧

光染色。 主要步骤如下：０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温

透膜 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 漂洗 ３ 次；封闭液于室温封闭

３０ ｍｉｎ，吸弃液体，分别加入一抗：Ｉｂａ１（１ ∶２００ 稀

释）与 ｃ⁃Ｆｏｓ（１ ∶４００ 稀释），湿盒 ４ ℃孵育过夜；清
洗后室温避光孵育二抗（１ ∶１０００ 稀释）２ ｈ，清洗

后 ＤＡＰＩ（１ ∶１０ ０００ 稀释）避光染核 １５ ｍｉｎ，清洗后

用封片剂封固，最后利用激光共聚焦显微镜采集

多通道荧光图像。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

利用 ＲＩＰＡ 组织裂解液（含蛋白酶抑制剂）提
取各组小鼠脑组织总蛋白，并通过 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒测定蛋白浓度。 取等量蛋白样品，经
１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离胶电泳后转印至 ＰＶＤＦ 膜，
用 ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ；ＴＢＳＴ 漂洗后分别与

Ｉｂａ１、ｃ⁃Ｆｏｓ、ＴＮＦ⁃α、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＩＬ⁃６
（均 １ ∶ １０００ 稀释）及 ＧＡＰＤＨ 内参抗体（１ ∶ ５０００
稀释）于 ４ ℃摇床孵育过夜；次日用 ＴＢＳＴ 清洗 ３
次（１０ ｍｉｎ ／次），然后室温孵育 ＨＲＰ 标记二抗（１ ∶
５０００ 稀释）２ ｈ，ＴＢＳＴ 清洗后用 ＥＣＬ 化学发光底

物显影成像，Ｉｍａｇｅ Ｊ２ 软件定量分析目标蛋白与

ＧＡＰＤＨ 的灰度比值。
１􀆰 ２􀆰 ７　 有参转录组测序

利用 ＶＡＨＴＳ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｖ５ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 建库试剂

盒构建转录组文库，Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 平台测

序完成后由上海欧易生物技术有限公司进行生

物信息学分析。 主要包括：原始测序数据利用

ｆａｓｔｐ 质控过滤低质量 ｒｅａｄｓ 获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ，利用

ＤＥＳｅｑ２ 对基因表达量进行标准化处理，以 ｑ 值＜
０􀆰 ０５ 且差异倍数（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ＞２ 或＜０􀆰 ５ 为阈值

筛选 ＤＥＧｓ，采用超几何算法对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 功

能注释及 ＫＥＧＧ 通路富集分析。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

加入 ＲＮＡ 裂解液后对脑组织进行冰浴匀浆，
并按照 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ，经
分光光度法检测显示 ＲＮＡ 纯度达标 （ ＯＤ２６０ ／
ＯＤ２８０ 值介于 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０≥ ２􀆰 ０）。 然

后使用反转录试剂盒将各组 ＲＮＡ 样本逆转录为

ｃＤＮＡ，分装保存于⁃８０ ℃超低温冰箱备用。
基于小鼠 ＧｅｎＢａｎｋ 基因数据库，以 ＧＡＰＤＨ

为内参基因，通过 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计特

异性引物（表 １），引物序列由成都擎科梓熙生物

技术有限公司合成。 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法进行

５４３
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ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测，１５ μＬ 反应体系含上下游引物各

０􀆰 ５ μＬ、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ７􀆰 ５ μＬ、ｃＤＮＡ 模

板 １ μＬ 及 ｄｄＨ２Ｏ ５􀆰 ５ μＬ，扩增程序为 ９５ ℃预变

性 ３ ｍｉｎ；９ ５℃变性 １０ ｓ、５９􀆰 ５ ℃退火 ３０ ｓ，进行

３９ 个循环。 所有样本设置 ３ 个技术重复，通过

２－ΔΔＣｔ 法计算目的基因相对表达量。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’－３’）

Ｔｒａｆ１
Ｆ： ＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＴＴＴＧ
Ｒ： ＴＧＣＴＣＣＡＡＧＣＴＣＡＧＧＡＴＧＴＧ

Ｆ２ｒｌ１
Ｆ： ＧＧＣＡＡＣＡＡＣＴＧＧＧＴＣＴＡＣＧＧ
Ｒ： ＣＣＣＡＴＧＧＧＧＴＴＣＡＣＧＡＴＣＡＣ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣ
Ｒ： ＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣ

１􀆰 ３　 统计学分析

本研究图片分析软件为 Ｉｍａｇｅ Ｊ２，数据显著

性分析软件为 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０，作图软件为 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０。 利用独立样本 ｔ 检验分析两组间是否

存在显著性差异，实验结果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ
± ｓ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＯＣＤ 小鼠的行为学变化

ＯＦＴ 结果显示，喹吡罗诱导的 ＯＣＤ 组小鼠在

旷场中的运动轨迹主要集中在旷场中心区周围，
而对照组小鼠的活动轨迹均匀分布于整个旷场

箱（图 １Ａ）；ＯＣＤ 组小鼠在旷场中的总运动距离

显著低于对照组小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｂ）；ＯＣＤ 组

小鼠在旷场中的梳理次数极显著高于对照组小

鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ｃ）；ＯＣＤ 组小鼠进入旷场中心

区频率极显著低于对照组小鼠 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图

１Ｄ）。 ＥＰＭ 结果显示，对照组小鼠的活动轨迹主

要集中在闭臂中，而 ＯＣＤ 组小鼠会更频繁的活动

在开臂（图 １Ｅ）；ＯＣＤ 组小鼠在高架十字迷宫中

的总运动距离显著低于对照组小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图
１Ｆ）；进入开臂的频率（图 １Ｇ）和进入开臂的时间

（图 １Ｈ）更多，但没有统计学意义。 ＭＢＴ 结果显

示，ＯＣＤ 组小鼠具有更强的掩埋欲望，将玉米芯

垫料挖掘翻动得更明显（图 １Ｉ）；同时 ＯＣＤ 组小

鼠大理石掩埋数量极显著高于对照组小鼠（Ｐ ＜
０􀆰 ００１，图 １Ｊ）。

２􀆰 ２　 ＯＣＤ 小鼠不同脑区的尼氏染色变化

通过尼氏染色对两组小鼠皮层、海马区、纹
状体和下丘脑的神经元形态变化进行检测。 结

果显示，对照组小鼠各脑区的尼氏小体呈现紫蓝

色颗粒或斑块，广泛分布在核周的细胞质中以及

树突内，含量丰富；而 ＯＣＤ 组小鼠在海马区和下

丘脑出现更多不规则状细胞，且细胞排列松散、
细胞核皱缩、着色更深和细胞结构不完整等损伤

神经元表型（图 ２）。
２􀆰 ３　 ＯＣＤ 小鼠不同脑区的 ｃ⁃Ｆｏｓ 和 Ｉｂａ１ 蛋白的

表达变化

ｃ⁃Ｆｏｓ 是神经元活性标志物，在受到刺激后迅

速表达，其常被用作神经系统对各种刺激响应的

关键指标；同时，Ｉｂａ１ 是一种在小胶质细胞中特

异性表达的钙结合蛋白，小胶质细胞是中枢神经

系统的主要免疫细胞，Ｉｂａ１ 蛋白的持续激活可能

加重神经元损伤。 因此利用免疫荧光技术检测

ｃ⁃Ｆｏｓ 和 Ｉｂａ１ 蛋白在皮层、海马区、纹状体和丘脑

的情况，结果显示，ｃ⁃Ｆｏｓ 广泛表达于 ＯＣＤ 组小鼠

的皮层、海马区、纹状体和丘脑中（图 ３）。 Ｉｂａ１ 免

疫荧光染色结果显示，与对照组小鼠相比，ＯＣＤ
组小鼠的皮层、海马区、纹状体和丘脑中 Ｉｂａ１ 的

表达强度明显增加（图 ３）。
进一步利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋

白和 Ｉｂａ１ 蛋白在 ＯＣＤ 组小鼠和对照组小鼠大脑

中的表达情况，结果显示 ＯＣＤ 组小鼠大脑的

ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白的表达量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ４），
Ｉｂａ１ 蛋白的表达量极显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ４）。
２􀆰 ４　 ＯＣＤ 小鼠大脑转录组水平差异

利用转录制测序技术检测两组小鼠的 ＤＥＧｓ
和分析差异基因富集的相关通路。 此次转录制

测序一共筛选出 １１３ 个 ＤＥＧｓ，其中显著上调基因

４１ 个，显著下调基因 ７２ 个（图 ５Ａ）。 将 ＤＥＧｓ 与

ＧＯ 数据库进行比对，ＤＥＧｓ 注释结果被分为生物

过程（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组分（ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ） 及分子功能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ）三大功能类别，其中 ＢＰ 主要显著富集在血

压的负向调节、分子伴侣辅助因子依赖性蛋白重

折叠、典型 ＮＦ⁃κＢ 信号传导的调节等过程，ＣＣ 主

要显著富集于肌钙蛋白复合体、细胞内环核苷酸

激活的阳离子通道复合体和线粒体通透性转换

孔复合体等组分，ＭＦ 主要显著富集于丝氨酸蛋
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注：Ａ：ＯＦＴ 热图；Ｂ：ＯＦＴ 中总运动距离；Ｃ：ＯＦＴ 中梳理次数；Ｄ：ＯＦＴ 中进入中心区频率；Ｅ：ＥＰＭ 热图；Ｆ：ＥＰＭ 中总运动距离；Ｇ：

ＥＰＭ 中进入开臂频率；Ｈ：ＥＰＭ 中进入开臂时间；Ｉ：ＭＢＴ 代表图；Ｊ：埋珠数量；与对照组相比，∗ Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０． ０１，∗∗∗ Ｐ ＜
０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 ＯＣＤ 小鼠的动物行为变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＯＦＴ ｈｅａｔｍａｐ． Ｂ． Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ． Ｃ． Ｇｒｏｏｍｉｎｇ ｂｏｕｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ． Ｄ． Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎｔｏ ｃｅｎｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ． Ｅ． ＥＰＭ
ｈｅａｔｍａｐ． Ｆ． Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＥＰＭ． Ｇ． Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎｔｏ ｏｐｅｎ ａｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ＥＰＭ． Ｈ． Ｔｉｍｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ａｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ＥＰＭ． Ｉ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｉｍａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭＢＴ． Ｊ． Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｂｕｒｉｅｄ ｍａｒｂｌｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０． ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０． ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１． （Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＯＣＤ ｍｏｕｓｅ

白酶活性、肿瘤坏死因子受体结合和 ３’，５’⁃环磷

酸核苷酸磷酸二酯酶活性等功能（图 ５Ｂ）。 利用

富集分析和弦图展示 ＧＯ 分类与基因的对应关

系，结果发现典型 ＮＦ⁃κＢ 信号传导的调节通路主

要与 Ｔｒａｆ１ 和 Ｆ２ｒｌ１ 两个基因密切相关（图 ５Ｃ）。
利用 ＫＥＧＧ 富集分析探究 ＤＥＧｓ 参与的信号转导

通路，按 Ｐ 值大小用散点图展示 ５ 条通路，其中主

要包括钙信号传导途径、ＮＦ⁃κＢ 信号传导途径、鞘
脂信号通路、阿片肽信号通路和神经活性配体⁃受
体相互作等信号通路（图 ５Ｄ），这些信号通路与

细胞增殖、细胞凋亡、细胞分化、细胞迁移、炎症

反应、能量代谢调节以及氧化应激等密切相关。
利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术检测 Ｔｒａｆ１ 基因和 Ｆ２ｒｌ１

基因在 ＯＣＤ 组小鼠和对照组小鼠大脑中的表达

情况。 结果显示 ＯＣＤ 组小鼠大脑中 Ｔｒａｆ１ 基因和

Ｆ２ｒｌ１ 基因的相对表达量都极显著高于对照组小

鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ６），进一步验证了转录制测序结

果的准确性和真实性。
２􀆰 ５　 ＯＣＤ 小鼠大脑炎症因子释放增加

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 对 ＴＮＦ⁃α、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＩＬ⁃６ 等促炎症相关蛋白进行检

测。 结果显示，与对照组小鼠相比，ＯＣＤ 组小

鼠大脑中 ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达极显著增加（ Ｐ ＜
０􀆰 ０１，图 ７） ，ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白显著增加（ Ｐ ＜
０􀆰 ０５，图 ７） ， ＩＬ⁃６ 蛋白表达极显著增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１，图 ７） 。
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注：红色箭头：损伤神经元。

图 ２　 ＯＣＤ 小鼠脑区尼氏染色成像

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｄａｍａｇｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎ ＯＣＤ ｍｏｕｓｅ

注：Ａ：ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白免疫荧光染色；Ｂ：Ｉｂａ１ 蛋白免疫荧光染色。

图 ３　 免疫荧光检测 ＯＣＤ 小鼠 ｃ⁃Ｆｏｓ 和 Ｉｂａ１ 蛋白的表达分布

Ｎｏｔｅ． Ａ． ｃ⁃Ｆｏｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｉｂａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｆｏｓ ａｎｄ Ｉｂａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ＯＣＤ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ

８４３
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＯＣＤ 小鼠 ｃ⁃Ｆｏｓ 和 Ｉｂａ１ 蛋白的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃ⁃Ｆｏｓ ａｎｄ Ｉｂａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＯＣＤ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ

注：Ａ：差异表达基因火山图；Ｂ：ＧＯ 富集分析；Ｃ：ＧＯ 富集弦图；Ｄ：ＫＥＧＧ 富集分析。

图 ５　 ＯＣＤ 小鼠大脑转录组测序分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ． Ｂ． ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃ． ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃｈｏｒｄ ｐｌｏｔ． Ｄ． ＫＥＧＧ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＣＤ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ

３　 讨论

ＯＣＤ 是一种慢性且病因复杂的精神类疾病，
具有高发病率和高致残率的特性，研究显示，过
度重复的、侵入性的和不适当的行为是 ＯＣＤ 临床

症状的重要表现，免疫功能障碍是 ＯＣＤ 发生的重

要诱因［１２－１３］。 研究显示，ＯＣＤ 小鼠通常会出现与

ＯＣＤ 人类相似的强迫性行为，如表现出更长时间

和更高频率的自发理毛行为，对特定物体或环境

的过 度 检 查， 以 及 突 出 的 抑 郁 焦 虑 样 行 为

等［１４－１５］。 本研究中，ＯＣＤ 小鼠在 ＯＦＴ 中和 ＥＰＭ
中的总运动距离都显著低于对照组小鼠，说明喹

吡罗诱导的 ＯＣＤ 小鼠的运动能力有下降的趋势。
ＯＣＤ 小鼠进入旷场中心的频率显著低于对照组

９４３
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图 ６　 相关基因的相对表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

小鼠，这与 ＳＵＮ 等［１０］ 发现的喹吡罗会减少小鼠

进入旷场中心区频率的结果相似。 ５⁃ＨＴ 受体激

动剂（ＲＵ２４９６９）也是 ＯＣＤ 的常用造模药物，在
ＯＦＴ 中，ＲＵ２４９６９ 小鼠进入中心区频率和在中心

区停留时间都显著低于对照组小鼠，说明 ＯＣＤ 小

鼠常发生焦虑样行为［１６］。 本研究还发现 ＯＣＤ 小

鼠在 ＯＦＴ 中的理毛次数显著高于对照组小鼠，
ＭＢＴ 中 ＯＣＤ 小鼠埋藏大理石数量显著高于对照

组小鼠。 过度理毛和埋珠数量增加都是衡量啮

齿动物出现强迫效应的重要指标［１７］ 。本研究的

图 ７　 炎症相关蛋白表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

小鼠行为学结果证实喹吡罗会诱导小鼠出现

ＯＣＤ 行为，这与人类 ＯＣＤ 患者的强迫检查行为

相似，同时喹吡罗诱导 ＯＣＤ 模型操作简便，所建

立的 ＯＣＤ 模型能够有效用于 ＯＣＤ 疾病发生的神

经机制探究。
ｃ⁃Ｆｏｓ 基因作为一种即刻早期基因，能够对神

经系统受到的刺激快速做出反应，ｃ⁃Ｆｏｓ 表达的增

加常用作神经活动的标记，ＯＣＤ 小鼠神经元被大

量激活，ｃ⁃Ｆｏｓ 是研究 ＯＣＤ 病理机制的重要蛋白

之一［１８］。 ＲＵ２４９６９ 处理的小鼠出现明显的强迫

症样行为特征，同时，眶额皮质、下边缘皮质、前
肢皮质、前扣带皮质、伏隔核、下丘脑和终纹床核

等脑区的 ｃ⁃Ｆｏｓ 表达都显著增加［１８］。 本研究的免

疫荧光结果显示，ｃ⁃Ｆｏｓ 在 ＯＣＤ 小鼠皮层、海马

区、纹状体和下丘脑的表达都明显增强，Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果也证实 ＯＣＤ 小鼠大脑中 ｃ⁃Ｆｏｓ 蛋白表达

增加。 提示不同 ＯＣＤ 小鼠模型表现出不同的行

为学特征可能是由于不同脑区神经元的异常激

活所介导的。 小胶质细胞是中枢神经系 统

（ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）常驻免疫细胞，其在

维持大脑先天性免疫、中枢神经系统动态平衡以

及预防神经炎症性病理中发挥着关键作用，Ｉｂａ１
是 Ｍ１ 型小胶质细胞的标志性蛋白［１９］。 文献报

道，ＯＣＤ 小鼠前边缘皮质小胶质细胞的形态和功

能发生改变，而逆转小胶质细胞功能障碍可以有

效减少 ＯＣＤ 小鼠的刻板行为［１６］。 光遗传学刺激

背内侧纹状体或内侧前额叶皮层内的小胶质细

胞会诱导 Ｈｏｘｂ８ 小鼠梳理行为增加，而刺激基底

外侧杏仁核或中央杏仁核中的小胶质细胞会导

致焦虑加剧［２０］。 本研究的免疫荧光结果显示，
Ｉｂａ１ 蛋白在 ＯＣＤ 小鼠不同脑区的表达都显著增

加，说明不同脑区小胶质细胞激活影响着不同的

ＯＣＤ 行为学特征。
小胶质细胞异常激活与神经炎症密切相关，

Ｍ１ 型小胶质细胞会促进神经元产生大量炎症因

子和活性氧［２１－２２］。 研究证实炎症信号级联发生

于 ＯＣＤ 疾病过程，临床证据显示，与健康对照相

比，ＯＣＤ 患者血液中 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的含量显著增

加，动物研究也发现 ＯＣＤ 小鼠额颞叶 ＴＮＦ⁃α 水

平显著升高［２３－２４］。 本研究转录制测序对 ＤＥＧｓ 进

０５３
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行分析，ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 分析都发现 ＯＣＤ
小鼠大脑 ＮＦ⁃κＢ 信号传导过程发生改变，ＧＯ 富

集弦图则提示 ＮＦ⁃κＢ 信号通路与 Ｔｒａｆ１ 基因紧密

关联，这些结果证实喹吡罗诱导的 ＯＣＤ 小鼠大脑

出现炎症反应和氧化应激。 Ｔｒａｆ１ 是 ＴＮＦ⁃α 受体

相关基因，脑缺血再灌注损伤小鼠神经元中 Ｔｒａｆ１
的表达显著上调，相反，Ｔｒａｆ１ 缺失能够保护神经

元［２５］。 Ｔｒａｆ１ 参与 Ｔｎｆ 受体家族成员下游的信号

传导，并激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，从而促进神经炎

症反应的发生［２６］。 本研究的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示

ＯＣＤ 小鼠脑组织 Ｔｒａｆ１ 基因表达上调，说明 Ｔｒａｆ１
介 导 的 ＴＮＦ⁃α ／ ＮＦ⁃κＢ 信 号 通 路 将 被 激 活。
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果也显示 ＯＣＤ 小鼠脑组织的

ＴＮＦ⁃α、ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ＩＬ⁃６ 等炎症相关蛋白的表

达显著上调，证实 ＯＣＤ 小鼠神经元发生大量炎症

反应，表明免疫系统参与了 ＯＣＤ 的病理生理学过

程，提示控制神经元的炎症反应是治疗 ＯＣＤ 的潜

在方案。
综上所述，喹吡罗会诱导小鼠出现强迫症样

行为，并导致不同脑区的神经元活动增加，同时，
不同脑区小胶质细胞的异常激活可能是导致

ＯＣＤ 行为多样性的重要原因。 转录制测序结果

表明 ＯＣＤ 小鼠脑组织发生神经炎症反应，ＴＮＦ⁃
α、ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＬ⁃６ 等促炎症因子大量表达，因此预

防神经炎症可能是治疗 ＯＣＤ 的关键因素与重要

环节。
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