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13-arrestinl在实验性大鼠结肠炎发生机制中的作用及
氧化苦参碱的干预作用

廖 奕 范 恒 陈小艳 张丽娟

摘要 目的 研究B—arrestinl在实验性大鼠结肠炎发生机制中的作用，8阿片受体一B．arrestinl—Bcl-2

信号转导通路是否参与实验性大鼠结肠炎的病理过程，氧化苦参碱(OMT)能否通过干预8阿片受体-B咀卜

restinl-Bcl2信号转导通路减轻实验性大鼠结肠炎。方法 将26只SD大鼠随机分为4组：分别为正常对照

组6只、模型组6只、美沙拉嗪组6只和OMT组8只。正常对照组未行造模，其余3组大鼠均采用三硝基苯

磺酸(TNBS)造模。OMT组大鼠给予苦参素注射液肌肉注射，美沙拉嗪组大鼠给予美沙拉嗪混悬液灌胃，模

型组和正常组大鼠均以蒸馏水3 mL灌胃。治疗15天，观察实验大鼠结肠病理组织学改变，并分别用免疫组

化和Western免疫印迹技术分别检测实验大鼠结肠黏膜组织和脾脏T淋巴细胞6阿片受体、B—arrestinl和

Bcl一2表达变化。结果 与正常对照组比较，模型组8阿片受体、B-arrestinl和Bcl一2表达明显增高(P<

0．01)。与模型组比较，美沙拉嗪组和OMT组8阿片受体、B．arrestinI、Bcl一2表达均显著下降(P<0．01)。

结论8阿片受体一B．arrestinI—Bcl-2信号转导通路参与TNBs诱导的实验性大鼠结肠炎的发病机制；OMT

抑制8阿片受体一B．arrestinl—Bcl．2信号转导通路，是OMT改善TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎的机制之

一。

关键词 8阿片受体；-arrestinI；Bcl-2；信号转导；CD4+T细胞；TNBS诱导的结肠炎；氧化苦参碱
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nion Hospital of Tongji Medical College，Huazhong University of Science and Technology，Wuhan(430022)

ABSTRACT Objective To investigate the pathogenetic mechanism of p-arrestinl in the rat’s experimental

colitis，whether the 8 opioid receptor一13-arrestinl—Bcl-2 signal transduction pathway involves the pathological

process of experimental colitis in rats，and whether oxymatrine could attenuate colitis through this pathway．Meth-

ods Twenty—six SD rats were randomly divided into four groups，the normal control group，the model group，the

mesalazine treated group and the oxymatrine treated group(8 rats in the last group and 6 each in the others)．

The colitis model was established with tr．nitrobenzene sulfonic acid(TNBS)，and rats in the latter two groups

were treated by oxymatrine(intramuscular injection)and mesalazine(3 mL solution gavaged)for 1 5 days，re—

spectively，while rats in the former two groups were fed with equal volume of distilled water．Symptoms of diar-

rhea and bloody stool as well as colonic patho-histologic changes were observed，and changes in expressions of

6 opioid receptor，8一arrestinl and Bcl-2 in rat 7s colon tissue and spleen T lymphocytes were detected with jmmu—

no·histochemistry and Western immuno-blotting techniques，respectively．Results In contrast to the normal con—

trol group．expressions of 6 opioid receptor．-arrestinl and Bcl-2 were significantly higher in the model group(尸

<0．01)；compared with the model group，they were significantly lower in the two treated groups(尸<0．01)．

Conclusions 6 opioid receptor-13一arrestinl·Bcl-2 signal transduction pathway participates in the pathogenesis of

TNBS-induced experimental colitis in rats．Oxymatrine can intervene the signal transduction，which may be one

of the mechanisms of oxymatrine in attenuating colitis in rats．
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炎症性肠病(inflammatory bowel disease。IBD)是

特发性慢性肠道炎症，包括溃疡性结肠炎(ulcerative

colitis，UC)和克罗恩病(Crohn’S disease，CD)，其病因

和发病机制尚不明确，可能与环境、遗传、肠道黏膜免

疫功能失调等多种因素有关。多种基因改变导致肠道

黏膜屏障功能缺陷和肠道黏膜免疫功能失调，在某些

环境因素的作用下触发了由肠道黏膜效应性T细胞

介导的对肠道正常抗原物质的过度免疫反应，导致炎

症性肠病发生，为免疫异常性疾病¨’2。。炎症性肠病

患者的肠黏膜效应性CD4+T细胞的过度活化和凋亡

缺陷，导致肠道黏膜免疫稳态的丧失¨。。。诱导效应

性CD4 T细胞凋亡，清除过度活化的效应性ceV T细

胞，能恢复肠道黏膜免疫稳态，减轻炎症性肠病的慢性

肠道炎症抽’“。B—arrestinl参与调节细胞的增殖、凋亡

和活化过程，可以促进cDf T细胞的活化和抑制其凋

亡¨。1“。氧化苦参碱(oxymatrine，OMT)具有抗炎和

免疫调节功能，能有效的治疗炎症性肠病¨2’13’。我们

通过建它三硝基笨磺酸(TNBS)诱导的实验性大鼠结

肠炎模型，研究B—arrestinl在炎症性肠病病理机制中

的作用，结果表明8阿片受体一13一arrestinl一Bcl．2信

号转导通路参与TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎的病

理过程；OMT通过抑制6阿片受体一B—arrestinI—Bcl一

2信号转导通路的活化，减轻实验性大鼠结肠炎。

材料与方法

1材料雄性SD大鼠26只，SPF级，体莺(250±

20)g，由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供，

实验动物乍产许可证SCKY(鄂)2004-0007和使用许可

证SYXK(鄂)2004-0028；三硝基苯磺酸(TNBS，Sigma公

司)；8阿片受体多克隆抗体(Arcis公司，BP2145)；B一小

restinl多克隆抗体(Abcam公司，AB32099)；Bci．2多克

隆抗体(Santa Cruz公司，sc-492)；迈新公司免疫组化试

剂盒(KIT-5020，羊抗鼠／兔)；大鼠淋巴细胞分离液(武

汉博士德，CMOl00)；RIPA细胞／组织总蛋白提取液

(ProMab，Cat．No：SJ-200501)；Bradford蛋白浓度测定试

剂盒(碧云天生物技术研究所，Cat．No．P0006)；美沙拉

嗪(法国爱的发制药集团)，规格500 mg×10袋／盒；苦

参素注射液(江苏鹏鹞药业有限公司)，规格：0．2 g／2

mL，主要成分为苦参素，即OMT。

2方法

2．1 动物分组健康雄性SD大鼠26只随机分为4

组，其中正常对照(正常)组6只，模型组6只，美沙拉嗪

组6只，OMT组8只，各组体质奄比较差异无统计学意义

(P>0．05)。

2．2模型建立 采用TNBS造模，依据Morris

等¨4’提出的方法操作如下：sD大鼠禁食不禁水24 h

后，用10％水合氯醛按每100 g体重0．3 mL腹腔注射

麻醉，麻醉后将内径2 mm的橡胶导尿管由肛门轻缓

插入约8 cm，将0．6 mL的5％TNBS液(溶于50％乙

醇中)用注射器缓慢推入橡胶导尿管，推入TNBS液后

将大鼠尾巴提起，持续倒置30 S，防止药液流出。造模

结束后让动物平躺，待其自然清醒，给予自由饮食。

2．3 药物十预和处死OMT组每只大鼠采用苦参素

注射液63 ms／(kg·d)肌肉注射，每天1次，连续15天。

美沙拉嗪组每只大鼠采用美沙拉嗪0．5 g／(kg·d)的蒸馏

水溶液3 mI。灌胃，每天1次，连续15天；模型组、正常组每

只大鼠均以蒸馏水3 mI。灌胃，每天1次，连续15天。4组

实验大鼠于第16天禁食24 h后将大鼠颈椎脱位处死。

2．4大鼠脾脏T细胞分离和蛋白质提取将处

死的大鼠置于70％乙醇中浸泡3～5 min，取出后在超

净工作台无菌取出脾脏，将脾脏置于盛有无小牛血清

的RPMI．1640不完全培养液的培养皿中清洗干净，

200目不锈钢金属网￡，用10 mL注射器针柄轻柔研

磨脾脏至留下白色纤维包膜组织，收集网下的细胞悬

液，与Hank’S液l：1混匀后，小心加于2 mL的大鼠淋

巴细胞分离液的液面上，置离心机中，2 000 r／min，室

温离心20 min，收集界面上的细胞，放入含Hank’S液5

mL的试管中，充分混匀后，以2 000 r／rain离心10

min，吸去上清液，沉淀，再用无小牛血清的RPMI-1640

不完全培养液冲洗两次并重新悬浮为脾脏淋巴细胞悬

液，尼龙棉柱法分离T细胞¨51。收集分离的T细胞悬

液置于EP管中，用RIPA细胞／组织总蛋白提取液裂解

细胞提取总蛋白，在收集的T细胞悬液中加入1 mL

RIPA后充分吹打，然后置冰上20 min，再吹打20 min，

将匀浆液吸出放到1．5 mL离心管中，超声3次破碎细胞，

每次3 S，再9 000 r／min离心10 min，用移液管将富含蛋

白质的上清液转移到样品管中，一70℃存放备用。

2．5大鼠结肠黏膜组织8阿片受体、13-arrestinl、

Bcl．2表达处死大鼠取出脾脏后，剖腹暴露腹腔，切

取肛门至回盲部的结肠，取出结肠后沿纵轴切开，并用

生理盐水冲洗干净，观察大鼠结肠的大体病变情况，然

后将大鼠结肠置于4％多聚甲醛溶液中固定，石蜡包

埋切片，常规HE染色，在显微镜下观察评估大鼠结肠

黏膜损伤程度。采用免疫组织化学法检测6阿片受体、

B·arrestinl、Bcl-2表达，按迈新公司免疫组化试剂盒(KIT-

5020)说明书进行操作：常规包埋，切片，厚度3斗m，60—

65℃烤片4 h。切片脱蜡和水化。1×PBS缓冲液(o．01

mol／L，pH 7．2)洗涤切片3 x5 min。高压抗原修复，取出

万方数据



生垦主酉堕箜金銎查垫!!生!壁旦筮i旦鲞蔓!!塑曼』!!里丛：Q!!!!竺!!!壁：!!!：!Q!堕!：!Q

抗原修复盒，待修复液自然冷却，30 min。3％过氧化氢去

离子水室温孵育10 min，蒸馏水冲洗。PBS浸洗3×5

min。滴加正常山羊血清封闭液，室温孵育15 min，甩去

多余液体。分别按稀释度1：500滴加兔抗鼠8阿片受体

多克隆抗体、1：200滴加兔抗鼠13．arrestinI多克隆抗体、

1：200滴加兔抗鼠Bcl．2多克隆抗体，各50灿，置于湿盒

内，4℃过夜，防止切片干燥。1×PBS洗3次各5 min。

滴加复合生物素标记的二抗(HRP—Polymer anti ms／rb

IgG)，室温孵育20 rain。DAB显色，在显微镜下控制显色

程度，蒸馏水终止显色反应。苏木素复染，30—60 8。脱

水，透明，中性树胶封片。在显微镜下观察免疫组化结

果，并用图像分析软件Image—Pro Plus 6．0进行图像分析，

以黄色或棕黄色染色为阳性表达，测定平均光密度值。

2．6 脾脏T淋巴细胞8阿片受体、13一arrestinl、

Bcl-2蛋白表达 采用Western免疫印迹法检测。用

Bradford蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度；SDS—

PAGE电泳；免疫印迹转膜；免疫检测；化学发光，压

片，显影，定影。阳性条带以Gel pr04．0版凝胶光密度

分析软件进行分析，测IOD值。

3统计学方法 采用SPSS 17．0统计软件进行

统计学分析。实验数据以元±s表示，组间比较采用方

差分析和多个样本均数间比较的SNK-q检验。

结 果

l实验大鼠结肠的肉眼和镜下组织病理学改变

正常对照组大鼠结肠黏膜纹理清晰，无黏膜充血水肿，

未见黏膜糜烂和溃疡。模型组大鼠结肠肠管明显变

粗，肠壁增厚，由肛门至回盲部的肠管长度变短，纵行

切开病变肠管可见由肛门约3 cm以上至回盲部结肠

黏膜可见多处片状充血、水肿、糜烂、浅表或线状溃疡

和瘢痕组织形成，并伴有局部结肠肠腔的扩张，严重的

出现肠壁间渗出和粘连。与模型组比较，美沙拉嗪组

和OMT组大鼠结肠黏膜组织病理改变明显减轻，充

血、水肿、糜烂和溃疡面积明显缩小，溃疡较浅表，肠壁

增厚较模型组轻，未见肠壁粘连。实验大鼠病变结肠

组织切片后常规HE染色，光学显微镜下观察可见：正

常对照组大鼠结肠黏膜结构完整，黏膜腺体排列整齐

清晰，黏膜内血管基质正常，无充血水肿、溃疡形成和

炎性细胞浸润(图1．1)。模型组大鼠结肠黏膜结构异

常，黏膜腺体破坏，排列不规则，杯状细胞减少，黏膜和黏

膜下固有层明显充血水肿，可见黏膜局灶糜烂和溃疡，在

黏膜及黏膜下固有层可见大量炎性细胞浸润(图1．2)。

美沙拉嗪组和OMT组大鼠结肠黏膜结构尚完整，黏膜和

黏膜下固有层充血、水肿较轻，溃疡较浅表，腺体增生活

跃，杯状细胞增多，炎性细胞浸润减轻(图l一3、4)。

注：①正常组，②模型组．③美沙拉嗪组，@OMT组

图1 各组大鼠结肠黏膜组织病理变化(HE，x100)

2各组大鼠结肠黏膜组织8阿片受体、13一alTe8一

tinl、Bcl．2阳性表达(表1) 在光学显微镜下观察大鼠

结肠黏膜组织免疫组化切片，可见大鼠结肠黏膜组织8

阿片受体、13．arrestinI、Bel．2主要表达于上皮细胞和间

质淋巴细胞。正常组结肠黏膜组织内少量细胞的胞质

内可见浅黄色颗粒(图2-1，图3-1，图4-1)，模型组上皮

细胞和淋巴细胞的胞质和胞核内均可见多量深棕黄色

或褐色颗粒(图2-2，图3-2，图4-2)，美沙拉嗪组和OMT

组上皮细胞和淋巴细胞的胞质和胞核内可见少量黄色

颗粒(图2—3、4，图3-3、4，图4—3、4)。用Image—Pro Plus

6．0图像分析软件定量分析大鼠结肠黏膜组织免疫组化

切片8阿片受体、13一arrestinl、Bcl一2的表达，结果表明：

与正常组比较，模型组结肠黏膜组织8阿片受体、B—ar-

restinl、Bcl．2阳性表达均显著上升(P<0．01)；与模型

组比较，美沙拉嗪组和OMT组结肠黏膜组织8阿片受

体、B．arrestinl、Bcl-2阳性表达均显著下降(P<0．01)，

但美沙拉嗪组和OMT组之间比较8阿片受体、B—aires-

tinl、Bcl．2阳性表达差异无统计学意义(P>0．05)。

表1 大鼠结肠组织8阿片受体、13．arrestinl、Bcl·2

表达 (面．4-s)

注：与正常组比较，’P<0．01；与模型组比较，6P<0．0l

3各组大鼠脾脏T淋巴细胞8阿片受体、13一ar—

restinl、Bcl-2表达(表2) 与正常对照组比较，模型组

脾脏T淋巴细胞8阿片受体、13-arrestinI、Bcl-2蛋白表

达水平均显著上升(P<0．01)；与模型组比较，美沙拉

嗪组和OMT组脾脏T淋巴细胞6阿片受体、13-aires—

tinl、Bcl．2蛋白表达水平均显著下降(P<0．01)，但美
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注：①正常组，②模型组，③美沙托嗪组，@OMT组

图2各组大鼠结肠黏膜组织6阿片受体表达

注：①正常组，②模型组，③美沙托嚷组，@OMT组

图3各组大鼠结肠黏膜组织B-arrestinl表达

注：①正常组，②模型组，③美沙拉嗪组，(蓟OMT组

图4各组大鼠结肠黏膜组织Bcl一2表达

表2 大鼠脾脏T细胞8阿片受体、13-arrestin]、

Bcl-2表达(i 4-s)

注：与正常组比较。’P<0．OI；与模型组比较，△P<0．01

沙拉嗪组和OMT组之间比较8阿片受体、[3-arrestinl、

Bcl-2蛋白表达差异无统计学意义(P>0．05)。

讨 论

1 TNBS诱导的大鼠结肠炎模型B·arrestinl过度

表达促进效应性T细胞的过度活化，是TNBS诱导的

大鼠结肠炎的重要发病机制之一效应性CD；T细胞

在肠黏膜的聚集和过度活化是炎症性肠病发生、持续

和慢性化的重要机制之一，抑制效应性cDfT细胞的

过度活化是治疗炎症性肠病的重要手段¨⋯。B—arres-

tinl可以参与T细胞的活化过程，T细胞受体(TCR)

信号提高了的T细胞免疫突触结构中的cAMP水平，

通过cAMP．PKA．Csk抑制性信号通路抑制T细胞受体

信号对T细胞的活化，这种反馈性抑制作用使T细胞

不能完全活化。而TCR／CD：。共刺激信号能将PDE4／

B．arrestin复合物募集到T细胞免疫突触结构中，使

cAMP降解，继而下调cAMP．PKA．Csk抑制性信号对T

细胞活化的抑制作用，促进T细胞的活化一川。我们

的研究表明在TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎模型中

结肠黏膜组织和脾脏T细胞的B．arrestinI表达与正常

对照组大鼠相比明显增加(P<0．01)，说明过度表达

的B—arrestinl可以通过促进效应性T细胞的过度活

化，导致肠道黏膜免疫稳态的丧失，参与TNBS诱导的

实验性大鼠结肠炎的病理过程。

2 TNBS诱导的大鼠结肠炎模型8阿片受体一B．

arrestinl．Bcl．2信号转导通路的过度活化参与TNBS诱

导的大鼠结肠炎的病理过程CD4 T淋巴细胞的凋亡

在调节黏膜免疫平衡中扮演着中枢性的角色，黏膜免

疫稳态的维持依赖黏膜T细胞增殖和凋亡之间的平

衡，CD；T淋巴细胞的凋亡缺陷是炎症性肠病的肠道

炎症发生的重要因素之一，活化的效应性CD；T细胞

在肠道黏膜的不适当的聚集导致肠道炎症的持续和慢

性化¨。”’。在CD患者的肠黏膜组织中抗凋亡蛋白

Bcl-2和促凋亡蛋白Bax的比率(Bc|-2／Bax)升高，使

肠黏膜T细胞对凋亡信号的抵抗增强¨””。。Uc患者

T细胞存在凋亡缺陷，UC患者肠黏膜固有层T细胞高

表达诱饵受体(decoy receptors)DcRl、DcR2和DcR3，

抵抗TCR受体复合物活化介导的细胞凋亡信号；UC

患者T细胞对死亡受体(Fas)介导的细胞凋亡信号敏

感性降低，半胱天冬氨酸酶8(casapases8)的抑制蛋白

FLIP表达显著增加，降低了死亡受体(Fas)介导的T

细胞凋亡信号¨9’”3。促炎细胞因子TNF一仅、IL-6和IL一

12可以通过多种途径抑制炎症性肠病患者T细胞的

凋亡，膜结合TNF与TNF受体(TNFR2)结合通过活化

NF．KB和MAPK信号通路抑制T细胞凋亡信号。IL一

12通过抑制半胱天冬氨酸酶3和9(casapases3和
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casapases9)活性，抑制依赖死亡受体Fas信号介导的

T细胞凋亡。IL-6与IL-6可溶性受体(slL-6R)复合物

IL-6／slL-6R与IBD患者肠黏膜固有层CD；T细胞膜

gpl30分子结合，诱导cDfT细胞内转录因子STAT3

的活化，活化的STAT3诱导抗凋亡基因Bcl-2和Bcl—

XL的表达，抑制T细胞凋亡坤川。

激活8阿片受体能诱导B．arrestinl向细胞核内转

移，核内的B—arrestinl募集组蛋白乙酰化酶p300到基

因p27，c-Fos的启动子序列，增强启动子序列局部组

蛋白H4乙酰化，促进基因的转录Ⅲ’。B—arrestin能阻

断G蛋白偶联受体(GPCR)介导的凋亡信号¨51，T细

胞活化的CD 28共刺激信号诱导T细胞表达8阿片受

体旧⋯，活化的8阿片受体信号能诱导CD4 T细胞浆内

的B—arrestinl向细胞核内转移，进入细胞核内的13．ar．

restinl募集组蛋白乙酰化酶p300，增强Bcl．2编码基

因的启动子序列区域组蛋白H4乙酰化和Bcl一2基因

转录，促进抗凋亡蛋白Bcl一2的表达。Bcl-2通过阻断

细胞的线粒体凋亡途径中细胞色素C的释放和半胱

天冬氨酸酶(caspase)的活化过程抑制CD4T细胞凋

亡。Arrbl-／一小鼠CD；T细胞与野生型小鼠cDfT细

胞相比Bcl-2 mRNA水平明显降低，生存率降低。B—

arrestinl参与抑制cDfT细胞凋亡，在自身免疫性疾

病的发生和维持中具有重要的作用⋯’2“。我们的研

究表明TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎结肠组织和脾

脏T细胞中8阿片受体、B．arrestinl和Bcl-2的表达均

增强，说明8阿片受体．6．arrestinl—Bcl2信号转导通路

参与TNBS诱导的大鼠结肠炎的病理过程，6阿片受

体-B-arrestinl一Bcl一2信号转导通路可能是通过促进抗

凋亡蛋白Bcl-2的表达，抑制CD$T细胞凋亡，使效应

性T细胞在肠道黏膜过度聚集，导致肠道炎症的发生。

8阿片受体一6一arrestinl一Bcl．2信号转导通路的活化可

能是导致炎症性肠病发生的重要病理机制之一。

3 OMT可以通过抑制8阿片受体一B—

arrestinl—Bcl．2信号转导通路活化，促进效应性T细

胞凋亡，抑制效应性T细胞的活化，减轻TNBS诱导的

大鼠结肠炎的症状和组织病理改变诱导效应性T细

胞的凋亡是治疗炎症性肠病的重要手段旧8’29’。TNF—d

的抗体英夫利昔单抗(infliximab)能抑制膜结合TNF／

TNFR2信号通路和直接诱导casapases及促凋亡蛋白

Bax和Bak而诱导T细胞凋亡，并通过诱导活化的肠

黏膜T细胞的凋亡治疗炎症性肠病妯川。OMT是喹

嗪烷类生物碱，具有细胞毒性作用和抗炎免疫调节功

能，能通过抑制NF—zB活性和降低促炎细胞因子的表

达减轻实验性大鼠结肠炎¨2’”。。OMT叮以下调Bcl-2

和Bcl—XL的表达，上调Bax和p53的表达，提高Bax／

Bcl-2比率，增强半胱天冬氨酸酶3(caspase一3)活性，

促进细胞凋亡¨L咒3。我们的研究表明OMT能显著改

善TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎模型结肠组织的病

理组织学改变，降低TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎

结肠组织和脾脏T细胞中6阿片受体、B-arrestinI和

Bcl-2的表达，说明OMT可以通过抑制TNBS诱导的

大鼠结肠炎模型8阿片受体一B．arrestinl—Bcl-2信号

转导通路的活化，促进效应性T细胞的凋亡，清除结

肠黏膜过度聚集的效应性T细胞。B—arrestinl参与T

细胞的活化过程旧川，模型组与OMT组[3-arrestinl表

达比较差异有统计学意义(P<0．01)，OMT还可以抑

制TNBS诱导的大鼠结肠炎模型中T细胞13一arrestinl

的过度表达，抑制TNBS诱导的大鼠结肠炎效应性T

细胞的过度活化。通过上述机制，OMT可能促进效应

性T细胞凋亡和抑制效应性T细胞的过度活化，从而

减轻TNBS诱导的大鼠结肠炎的症状和组织病理改

变。

总之，8阿片受体一B．arrestinl—Bcl2信号转导通

路可能通过抑制T细胞凋亡和促进T细胞活化参与

TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎的发病机制。OMT抑

制8阿片受体一B—arrestinl—Bel-2信号转导通路，促进

效应性T细胞凋亡和抑制效应性T细胞活化，是OMT

改善实验性大鼠结肠炎可能机制之一。本研究结果为

OMT治疗炎症性肠病提供了新的理论依据和思路。
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