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!基础研究!
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基因沉默联合丹参酮
"G

抑制低氧

人肝癌
E/>H!

细胞增殖及其机制

李国平$蒲泽锦$刘丽璇$项梦琦$胡敏敏$黄聪武$吴灵飞

摘要$目的$探讨缺氧诱导因子#
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E)F

#
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#基因沉默联合丹参酮
"G

"

*;.IJ<.1./ "G

$
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#

对低氧条件下人肝癌
E/>H!

细胞增殖的影响及其机制% 方法$依据人
E)F

#

#!

基因信息筛选
K4G<

有效靶

序列$设计慢病毒载体引物并构建质粒$包装慢病毒表达载体$转染
E/>H!

细胞$沉默低氧条件下
E/>H!

细胞株中
E)F

#

#!

基因表达% 将细胞分为正常对照组"野生型
E/>H!

细胞#&干扰对照组"

E/>H!

细胞转染

4'

#

IJK4G

#&干扰组"

E/>H!

细胞转染
E)F

#

#!

#

IJK4G

#$应用化学缺氧法"

#5" #:12CL '1'2

!

#加入培养

液模拟肿瘤细胞低氧微环境$采用
+/IM/N. O21M

检测各组细胞
E)F

#

#!

蛋白表达证实基因沉默效果$采用

''P

#

8

检测
5 :=CL *;. "G

处理对低氧条件下各组细胞增殖活性的影响$采用
+/IM/N. O21M

检测
*;.
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处理对各组细胞内
>5&

和
>!#

')Q#C+GF#蛋白表达的影响% 结果$"

#

#

E)F

#
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#

IJK4G

慢病毒载体包装成

功且转染效率高$低氧培养各组细胞
!6 J

后$与正常对照组及干扰对照组比较$干扰组细胞中
E)F

#
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蛋白

表达明显降低"

Q R"

!
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能时间依赖性抑制低氧条件下各组细胞增殖$与正常对照组及干扰

对照组比较$干扰组细胞增殖明显活性下降"
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Q R"
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#低氧培养各组细胞
!6 J

$与正常对

照组及干扰对照组比较$干扰组细胞中
>5&

和
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')Q#C+GF#蛋白表达水平明显增高"
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基因沉默可增强
*;. "G

对低氧
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和
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平上调有关%
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%微环境特征之一!肿瘤

细胞在缺氧微环境下缺氧诱导因子#
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#
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#

#

!

E)F

#

#

% 高度表达! 而
E)F

#

#

由

E)F

#

#!

和
E)F

#

#$!

个亚基组成!其中!

E)F

#

#!

亚基决

定
E)F

#

#

的活性!

E)F

#

#!

是肿瘤细胞对缺氧适应反应

的中心环节!在肿瘤细胞耐受缺氧并保持增殖活力中

发挥重要作用'

#

(

) 丹参酮
"G

$

M;.IJ<.1./ "G

!

*;. "G

%是从传统中药丹参中提取的二萜醌类化合

物!广泛应用于治疗缺血性心脏病!保护神经系统和肝

细胞!抑制骨质疏松等) 近年来研究表明
*;. "G

具

有潜在的抗肿瘤效果!对多种肿瘤细胞$如乳腺癌*前

列腺癌*结直肠癌*肺癌*肝癌*白血病*胃癌等%有抑

制增殖及诱导凋亡作用'

!

!

&

(

) 笔者先前研究表明!

5 :=CL *;. "G

能够显著抑制低氧
E/>H!

肝癌细

胞增殖并诱导其凋亡!其机制可能与
*;. "G

抑制

E)F

#

#!

蛋白表达及上调野生型
>5&

蛋白表达等有

关'

6

(

) 为进一步探讨
*;. "G

的抗癌机制!本研究采

用
K4G

干扰$

K4G <.M/NS/N/.@/

!

K4G<

%技术沉默

E)F

#

#!

基因!探讨沉默
E)F

#

#!

基因对
*;. "G

抑制

低氧条件下
E/>H!

肝癌细胞增殖的影响及其机制)

材料与方法

#

$细胞株$人
E/>H!

肝癌细胞$中国科学院上

海细胞库%和
!$&*

细胞上海吉凯基因化学技术有限

公司)

!

$ 主 要 试 剂 及 仪 器 $

*;. " G

$批 号#

b"""#5%"

%*化学性缺氧诱导剂氯化钴$

'1'2

!

!批号#

0$"""!#

%*二甲基亚砜$

A,XB

!批号#

A86#8

%购自

美国
X<=:;

公司!

A,9,

培养基 $批号#

"66%

%*

"

!

!5c *NT>I<.

#

9A*G

胰酶 $

#

%!批号#

#!$77!$

%

购自美国
).^<MN1=/.

公司!青霉素和链霉素混合液

$青霉素
#"" YC:L d

链霉素
#"" #=C:L

!批号#

#5#6"#!!

%*胎牛血清$批号#

#%""""66

% 购自美国

H<W@1

公司!慢病毒包装试剂盒购自中国上海吉凯基

因化学技术有限公司$批号#

2>_""#

%!

''P

#

8

试剂盒

购自日本同仁公司$批号#

'P"6

%!兔抗人
>5&

抗体

$批号#

!5!7I

%* 兔抗人
>!#

')Q#C+GF# 抗体 $批号#

!$67

%*鼠抗
$

#

;@M<.

抗体$批号#

58#%$

%*羊抗兔
)=H

$批号#

#67"8

%和羊抗鼠
)=H

$批号#

#67"8

%均购自美

国
'X*

公司)

O'G

蛋白浓度测定试剂盒 $批号#

Q#5##

#

#

%*

9'L

化学发光试验盒$批号#

;WI$!"

%购

自北京普利莱基因技术公司!荧光显微镜$型号
4

#

X*BK,eG#

!日本
4<_1.

公司%!多功能酶标仪$型号

55"

!美国
O)B

#

KGA

公司%!电泳仪$型号
9QX&""

%*

转膜仪$型号
09

#

#8%

%*电泳槽$型号
09

#

#8"

%!购自

上海天能科技公司)

&

$细胞培养$将
E/>H!

细胞和
!$&*

细胞培养

于含
#"c

胎牛血清*

#"" YC:L

青霉素和
#"" #=C:L

链霉素的
A,9,

培养基中并置于
&7

&*

5 c 'B

!

饱

和湿度培养箱中常规培养) 低氧培养# 终浓度

#5" #:12CL '1'2

!

模拟低氧环境)

6

$携带表达
E)F

#

#!

#

IJK4G

慢病毒干扰载体的

构建及细胞转染

6

!

#

$

E)F

#

#!

基因
IJK4G

片段设计与合成$依

据
H/.O;._

提供的人
E)F

#

#!

基因全长信息$

H/.

#

W;._ 4, #̀8#"56

%!筛选出能够有效沉默
E)F

#

#!

基

因的靶点序列
5

'#

H**G'H**''**'HG*'GH

#

&

'!设
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计合成一对互补的短发卡
K4G

$

IJ1NM J;<N><.

K4G

!

IJK4G

% 序列 $

A4G 12<=1

%! 正义链#

5

'#

''HHH**G'H**''**'HG*'GH'*'HGH'*HG

*'HGGHHGG'H*GG'******

#

&

'!反义链#

5

'#

GG*

#

*'GGGGGH**G'H**''**'HG*'GH'*'HGH'

*HG*'HGGHHGG'H*GG'

#

&

') 同时以一段不针

对任何基因的无关序列作为阴性对照$

./=;M<^/ @1.

#

MN12

!

4'

%) 将
A4G 12<=1

退火配对产生双链!通过

其两端所含酶切位点$

G=/ %

和
9@1K %

%采用
*6

连

接酶与酶切后的慢病毒载体
H0!68

进行连接!构建重

组慢病毒质粒$

E)F

#

#!

#

IJK4G

#

H0!68

和
4'

#

IJK

#

4G

#

H0!68

%!转化感受态大肠杆菌
AE5!

!经
Q'K

鉴

定及测序验证其正确性) 由上海吉凯基因化学技术有

限公司合成并构建重组质粒)

6

!

!

$慢病毒的包装浓缩及滴度测定$将
!$&*

细胞培养至对数生长期!参照上海吉凯基因化学技术

有限公司转染试剂盒说明书!分别将
!" #= E)F

#

#!

#

IJK4G

#

H0!68

质粒或
!" #= 4'

#

IJK4G

#

H0!68

质

粒与
!5 #=

慢病毒包装体系$

>E/2>/N #

!

"

载体质粒

#5 #=

*

>E/2>/N !

!

"

载体质粒
#" #=

%用转染试剂混

匀并补足至
# :L

!室温孵育
#5 :<.

!缓慢将混合液均

匀滴加至培养于
#" @:

细胞培养皿的
!$&*

细胞中!

于
&7

&*

5c 'B

!

培养箱中培养
% J

!更换为完全培养

基培养!观察细胞形态和绿色荧光蛋白$

=N//. S2-1

#

N/I@/.M >N1M/<.

!

HFQ

%表达!

68 J

后收集培养瓶内

上清液!

6

&*

6 """

%

=

离心
#5 :<.

!上清液
"

!

65 #:

滤器过滤!再次
6

&*

6 """

%

=

离心
#5 :<.

!收集瓶内

上清液即为病毒浓缩液!分装后 "

8"

& 冻存!并应用

有限稀释法计算病毒滴度) 病毒滴度测定!根据公式#

病毒滴度
f

活细胞数
C

病毒原液量)

6

!

&

$重组慢病毒转染
E/>H!

细胞$取处于对

数生长期的
E/>H!

细胞于转染前
# V

接种于
%

孔板!

每孔接种
5

%

#"

6个细胞!

&7

&!

5c 'B

!

培养!转染当

天按
,B)

$

:-2M<>2<@<MT 1S <.S/@M<1.

%

#

!

#"

!

!"

!

5"

!

#""

感染细胞!加入终浓度为
5 #=C:L

的转染增敏剂

凝聚胺$

>12TWN/./

%)

#! J

后更换为完全培养基!

7! J

后用倒置荧光显微镜观察
HFQ

表达情况) 每

! V

更换
#

次培养液!当转染率超过
7"c

时!加入嘌呤

霉素进行压力筛选!获得稳定转染的细胞株)

6

!

6

$

+/IM/N. O21M

检测
E)F

#

#!

沉默后目的蛋

白
E)F

#

#!

表达情况$实验分
&

组!正常对照组$未转

染的野生型
E/>H!

细胞%*干扰对照组$

E/>H!

细胞

转染
4'

#

IJK4G

%* 干 扰 组 $

E/>H!

细 胞 转 染

E)F

#

#!

#

IJK4G

%)取对数生长期生长状态良好的
&

组

细胞!常氧或低氧培养
!6 J

!细胞裂解液于
6

&裂解

细胞!最大转速离心
# :<.

!蛋白定量后各取
5" #=

蛋

白样品加上样缓冲液煮沸
#" :<.

!

#"c XAX

#聚丙烯

酰胺凝胶电泳$

XAX

#

QGH9

%!半干转法将蛋白转移至

Q0AF

膜上!

5 c

脱脂奶封闭
# J

!加
%

抗体$

#

(

# """

稀释%

6

&孵育过夜)

*OX*

洗膜
&

次!每次
#" :<.

!

加
"

抗$

#

(

! """

稀释%室温孵育
# J

!

*OX*

洗膜

&

次!每次
#" :<.

!化学发光显影)

5

$

''P

#

8

检测
*;. "G

处理对低氧
E/>H!

细

胞增殖的影响$分组如上) 取
&

组细胞制成
5

%

#"

6个
C:L

的单细胞悬液!种于
$%

孔板中!每孔接种

#"" #L

)分别于加药 $

'1'2

!

*

5 :=CL *;. "G

%

8

*

#!

*

!6

*

68 J

后!弃去旧培养基!更换为含有
''P

#

8

的培养基混合液!

&7

&孵育
# J

后用酶联免疫检测仪

测定
BA

65"

处的吸光值) 每组设
%

个复孔!实验重

复
&

次)

%

$

+/IM/N. O21M

检测
>5&

*

>!#

')Q#C+GF#蛋白表

达$分组如上)

&

组细胞于加药 $

'1'2

!

*

5 :=CL

*;. "G

%

!6 J

后!收集细胞!

+/IM/N. O21M

检测

>5&

蛋白及其下游
>!#

')Q#C+GF#蛋白表达)

7

$统计学方法$用
XQXX #$

!

"

统计软件进行

分析) 数据用
U

)

I

表示!多组间比较采用
1./

#

];T

G4B0G

!

Q R"

!

"5

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$携带表达
E)F

#

#!

#

IJK4G

慢病毒干扰载体的

沉默效果

#

!

#

$慢病毒包装及滴度测定$图
#

%$

4'

#

IJK

#

4G

和
E)F

#

#!

#

IJK4G

重组慢病毒转染
!$&*

细胞后

68 J

!普通白光和荧光显微镜下见
!$&*

细胞生长状态

良好!呈圆形!大小均匀!细胞排列致密整齐!呈现明显

绿色荧光!其表达率超过
$"c

!证明慢病毒包装成功)

计算得到病毒滴度为
5

%

#"

8

$

*YC:L

%)

图
#

#白光及荧光显微镜观察重组慢病毒

转染
!$&*

细胞$$ %

6""

%
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%

$$

#

!

!

$重组慢病毒转染
E/>H!

细胞及干扰效果的

检测$图
!

*

&

%$经观察当慢病毒
,B) f5"

时转染效率

高且细胞状态良好) 经
+/IM/N. O21M

检测
E)F

#

#!

蛋白

表达情况结果!常氧条件下正常对照组的
E/>H!

细胞几

乎无
E)F

#

#!

蛋白表达!低氧培养
!6 J

后!正常对照组和

干扰对照组
E)F

#

#!

蛋白表达均明显上升!两者之间比较

差异无统计学意义$

Q g"

!

"5

%!而干扰组细胞
E)F

#

#!

蛋

白条带明显减弱!与正常对照组和干扰对照组比较!差异

有统计学意义$

Q R"

!

"#

%)

图
!

#白光及荧光显微镜观察重组慢病毒

转染
E/>H!

细胞$$ %

6""

%

$$注#

G

为常氧或低氧培养
!6 J

后
E)F

#

#!

蛋白电泳图&

O

为

E)F

#

#!

蛋白相对表达水平&与低氧条件下正常对照组比较!

!

Q R"

!

"#

&与低氧条件下干扰对照组比较!

"

Q R"

!

"#

&下图同

图
&

#沉默
E)F

#

#!

基因对
E/>H!

细胞
E)F

#

#!

蛋白的

表达影响

!

$

*;. "G

处理对低氧
E/>H!

细胞增殖的影

响$图
6

%$

&

组细胞在
5 :=CL *;. "G

处理及低氧

培养
8

*

#!

*

!6

*

68 J

!随着作用时间的延长!细胞增殖

抑制率逐渐增加!即
*;. "G

能时间依赖性抑制

E/>H!

细胞增殖!与正常对照组及干扰对照组比较!

干扰组细胞增殖水平明显受抑制!差异有统计学意义

$

Q R"

!

"5

!

Q R"

!

"#

%!但干扰对照组与正常对照组之

间比较!差异无统计学意义$

Q g"

!

"5

%)

$$注#与正常对照组比较!

!

Q R"

!

"5

!

!!

Q R"

!

"#

!与干扰对

照组比较!

"

Q R"

!

"5

!

""

Q R"

!

"#

图
6

#

*;. "G

处理对各组低氧
E/>H!

细胞增殖活性的影响

&

$

*;. "G

处理对低氧
E/>H!

细胞
>5&

和

>!#

')Q#C+GF# 蛋 白 表 达 的 影 响 $图
5

% $

>5&

和

>!#

')Q#C+GF#蛋白在干扰组表达明显上调!与正常对照

组及干扰对照组比较!差异有统计学意义$

Q R"

!

"5

%)

讨$$论

本实验采用化学缺氧法$即培养液中加入适量浓

度铁螯合剂
'1'2

!

%来模拟肿瘤细胞缺氧微环境!

'1

! d能占据
E)F

#

#!

分子中与
0EL

泛素#蛋白酶复合

体结合的位点!竞争抑制
E)F

#

#!

与
0EL

泛素#蛋白酶

复合体结合!阻碍
E)F

#

#!

降解从而使细胞内
E)F

#

#!

堆积!模拟缺氧对
E)F

#

#!

的诱导作用'

6

(

)

E''

为血

供丰富的实体恶性肿瘤!但由于肿瘤细胞增殖*分化和

生长的无序性和肿瘤血管生成相对滞后!导致肿瘤组

织内部长期处于相对缺氧的微环境!进而诱导
E)F

#

#!

的表达!而
E)F

#

#!

通过调节与肿瘤细胞的能量代谢*

血管生成*细胞增殖*分化和凋亡有关的基因表达来调

控细胞对缺氧的反应!促进肿瘤新生血管生成!提高肿

瘤细胞存活能力!降低化疗敏感性!增强肿瘤细胞侵袭

性和恶性程度等'

#

(

) 因此!阻断缺氧微环境下的

E)F

#

#!

基因表达可能为治疗
E''

等恶性肿瘤提供新

的途径'

5

(

!而
K4G<

是抑制基因表达的有力工具!是在

进化过程中高度保守并且由双链
K4G

诱发的同源

:K4G

高效特异性降解的现象!能快速*高效*特异性

地抑制靶基因的表达'

%

(

) 目前应用的
K4G<

技术有

I<K4G

$

I:;22 <.M/NS/N<.= K4G

%*

IJK4G

和
IM/;2MJ

K4G<

)

IJK4G

包括两个短反向重复序列!中间由一
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!

%

"!"!##"

$$注#

G

*

'

为
&

组细胞的蛋白电泳图&

O

*

A

为蛋白相对表

达水平&与正常对照组比较!

!

Q R"

!

"5

&与干扰对照组比较!

"

Q R"

!

"5

图
5

#

*;. "G

处理对各组低氧
E/>H!

细胞
>5&

和

>!#

')Q#C+GF#蛋白表达的影响

茎环序列分隔!组成发夹样结构!由
>12 &

启动子控

制!再连上
5

至
%

个
*

作为
K4G

聚合酶
&

的转录终

止子!在细胞内该发夹序列被表达出来!经
A<@/N

降解

后成为
I<K4G

发挥沉默效应!其主要优点是可稳定沉

默靶基因'

%

(

)

K4G<

技术导入细胞的方法主要有磷酸

钙转染法*电穿孔转染法*脂质体转染法*腺病毒转染

法*慢病毒转染法等) 其中慢病毒转染具有较高的灵

敏性以及高效率!操作简单!转染后细胞可以稳定传

代!对多种细胞均可适用!是基础实验中将外源性基因

导入细胞的最为有效的方法'

7

(

) 因此在本研究中!使

用了慢病毒技术和
IJK4G

技术) 包装的重组慢病毒

表达载体
4'

#

IJK4G

#

H0!68

和
E)F

#

#!

#

IJK4G

#

H0!68

转染
E/>H!

肝癌细胞后!绿色荧光观察结果

显示其能稳定地在
E/>H!

细胞中传代!并未随着细

胞的传代而致感染率减弱!经嘌呤霉素进行压力筛选!

获得稳定转染的干扰对照组及干扰组细胞株!采用

+/IM/N. W21M

检测证实低氧条件下干扰组细胞株

E)F

#

#!

蛋白表达明显下调!说明采用
K4G<

技术能高

效沉默
E)F

#

#!

基因)

在肿瘤治疗过程中!临床常用的化疗药物由于严

重的不良反应及耐药性!使其运用受到一定限制!而近

年来!来源于传统中药的天然成分因其性质温和!不良

反应少!逐渐引起关注!部分来源于中药的天然化合物

如长春新碱*羟喜树碱等基于其显著的疗效及相对较

小的不良反应!已成为一线抗肿瘤药物'

8

(

)

*;. "G

作为传统中药丹参的主要有效单体成分!具有广泛的

生理活性!除了对心脑血管的作用外!目前还发现其对

多种肿瘤细胞具有较好的抗癌活性!其机制涉及抑制

肿瘤细胞
A4G

合成*阻滞细胞周期*上调凋亡相关基

因*诱导肿瘤细胞凋亡*抑制原癌基因和相关酶类表

达*逆转多药耐药等'

!

"

6

(

) 先前的研究证实!

*;. "G

能够显著抑制低氧
E/>H!

细胞增殖并诱导其凋亡!

其机制可能与
*;. "G

抑制
E)F

#

#!

蛋白表达及上调

野生型
>5&

蛋白表达等有关'

6

(

) 在本研究中!细胞增

殖检测结果显示!

5 :=CL

的
*;. "G

呈时间依赖性

抑制低氧
E/>H!

细胞的增殖!而采用
K4G<

技术沉默

E)F

#

#!

后
*;. "G

对
E/>H!

细胞的抑制增殖能力

进一步增强!提示采用
K4G<

技术阻断缺氧条件下

E)F

#

#!

蛋白的应答性升高!再联合其他手段!可有效

抑制缺氧微环境下的肿瘤细胞增殖!以
E)F

#

#!

为靶点

可能从基因水平为治疗
E''

的提供新途径)

>5&

是迄今为止发现的与肿瘤发生发展关系最为

密切的抑癌基因!在调节细胞的增殖及凋亡中发挥重

要的作用!它有野生型和突变型
!

种!其编码的产物位

于细胞核!是一种分子量约为
5& _A

的含磷蛋白!而

本实验使用的
E/>H!

细胞株的
>5&

为野生型'

$

!

#"

(

)

正常情况下!野生型
>5&

蛋白在细胞中呈现低水平表

达!因为
,A,

#

!

$

:-N<./ V1-W2/ :<.-M/ !

%通过泛

素化与
>5&

蛋白结合而抑制
>5&

的转录活性!而在低

氧条件下!上调的
E)F

#

#!

可诱导
>5&

蛋白的表达!并

能通过与
>5&

蛋白竞争与
,A,!

结合!防止
>5&

蛋

白被
,A,!

途径降解!从而引起
>5&

途径的活化!促

进
>5&

依赖的细胞凋亡'

##

(

)

>5&

对细胞周期的调控

主要通过两种途径#一是通过
A4G

复制启动复合物

的组装!阻止细胞入
X

期!二是
>5&

基因可能是一些

抑制细胞增殖基因的反式作用位点!从而对细胞的分

裂进行负调控'

#!

(

)

>!#

+GF#C')Q#基因是目前所知的最

广泛的细胞周期依赖性蛋白激酶$

@T@2<.

#

V/>/.V/.M

_<.;I/

!

'AP

%抑制因子!同时也是
>5&

基因最重要
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%

的下游基因之一!野生型的
>5&

蛋白能够激活

>!#

+GF#C')Q#基因!使其迅速表达!

>!#

+GF#C')Q#蛋白能够

与
@T@2<.A#

#

'AP6

以及
@T@2<.9

#

'AP!

等结合!从

而抑制
'AP

的活性!使细胞进入
X

期受阻!进而抑制

细胞增殖!

>!#

+GF#C')Q#也通过与增殖细胞核抗原$

>N1

#

2<S/N;M<.= @/22 .-@2/;N ;.M<=/.

!

Q'4G

%结合!抑制

A4G

复制'

#&

(

) 总之!

>5&

#

>!#

+GF#C')Q#蛋白通路的激

活不仅具有抑制细胞癌变*阻止肿瘤生长的作用!也能

抑制细胞的分化和增殖'

#6

(

) 为进一步探讨
*;. "G

抑制低氧
E/>H!

细胞增殖与
E)F

#

#!

基因的关系!检

测了受
E)F

#

#!

调控的
>5&

及其下游的
>!#

+GF#C')Q#蛋

白的表达情况!结果表明沉默
E)F

#

#!

可以增强
*;.

"G

抑制细胞增殖效果!同时伴有细胞内
>5&

蛋白及

其下游蛋白
>!#

+GF#C')Q#蛋白表达上调!由此推测!沉默

E)F

#

#!

基因及同时应用
*;. "G

可能通过诱导细胞

凋亡的方式及对细胞周期的调控来抑制低氧
E/>H!

细胞的增殖!因此将进一步检测相关的凋亡路径*细胞

周期及其相关调控蛋白的表达情况)

综上所述!本研究构建了慢病毒表达载体
E)F

#

#!

#

IJK4G

#

H0!68

!建立了稳定转染
E)F

#

#!

#

IJK4G

的人肝癌
E/>H!

细胞株!发现其能明显抑制低氧条

件下
E)F

#

#!

蛋白表达!且
E)F

#

#!

基因沉默能显著增

强
*;. "G

的细胞增殖抑制作用!其机制可能与上调

>5&

及其下游的
>!#

+GF#C')Q# 蛋白表达有关) 利用

K4G<

技术有效抑制低氧微环境下肿瘤细胞的
E)F

#

#!

表达!同时结合单体中药药物$如
*;. "G

%进行治

疗!将有可能是一种高效*特异的肿瘤治疗方法)

利益冲突#无)
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