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果糖-1,6-二磷酸酶1(FBP1)过表达对骨肉瘤细胞恶

性逆转并向成骨分化的影响
谢圣男1  康权2  张遥1  陈洁1  罗庆1*

(1重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所; 儿童发育疾病研究教育部重点实验室; 国家儿童健康与疾病临床医学

研究中心(重庆); 儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地; 儿科学重庆市重点实验室, 重庆 400014; 
2重庆医科大学附属儿童医院肝胆外科, 重庆 400014)

摘要      该研究探讨FBP1对人骨肉瘤MG63细胞恶性生物学行为即增殖、凋亡、迁移及成骨

分化的调控作用。采用脂质体转染法将FBP1过表达重组质粒转染至人骨肉瘤MG63细胞中, 并通

过qRT-PCR和Western blot法检测FBP1的mRNA和蛋白表达水平, 以验证FBP1基因过表达效果。通

过CCK-8、结晶紫染色、活细胞计数法检测细胞增殖; AnnexinV-FITC双染法和DAPI染色法检测

细胞凋亡, 并通过Western blot技术检测凋亡相关蛋白的表达; 应用细胞划痕实验、Transwell检测细

胞的迁移能力; 通过流式细胞术检测细胞周期; ALP染色和茜素红S染色检测细胞的早期及晚期成

骨分化作用。结果表明, 过表达FBP1后增殖细胞数明显降低(P<0.01)、凋亡率明显增高(P<0.01)、
划痕实验愈合率明显降低(P<0.01)、Transwell实验细胞穿膜数也明显减少(P<0.01); 成骨诱导

MG63细胞后ALP染色、茜素红染色阳性, 钙盐结节明显增多; 但3个组的细胞周期并无明显差异。

综上所述, 过表达FBP1可抑制人骨肉瘤MG63细胞增殖, 抑制迁移, 促进其凋亡, 并同时促进MG63
细胞的早期和晚期成骨分化, 且其增殖并非通过细胞周期调节。
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Abstract       The aim of the research is to investigate the effects of over-expressed FBP1  (fructose-1,6-
bisphosphatase 1) gene on proliferation, apoptosis and migration of human osteosarcoma cell line (MG63). After 
the recombinant plasmid carrying FBP1 gene were transfected by liposome into MG63 cells, the expression levels 
of FBP1 mRNA and protein were detected by qRT-PCR and Western blot to verify the over-expression of FBP1 
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gene. The cell proliferation ability of MG63 cells was detected by CCK-8 assay, Trypan blue counting method and 
crystal violet staining. The apoptosis rates was detected by FCM and DAPI staining. Then the apotosis-associated 
proteins Bcl-2 and Bax were detected by Western blot. Wound-Healing asssay and transwell assay were used to 
detect the migration. The cell cycle was detected by Flow Cytometry. ALP staining and Alizarin red staining were 
used to detect the osteogenic differentiation. This study indicates that over-expressed FBP1 gene can suppress the 
proliferation and migration of osteosarcoma MG63 cells and enhance apoptosis significantly, in the meanwhile, 
early and late osteogenic differentiation were enhanced. And the proliferation was not regulated by the cell cycle.

Keywords       osteosarcoma; FBP1; proliferation; apoptosis; osteogenic differentiation

骨肉瘤是最常见的原发性骨恶性肿瘤, 是高度恶

性的间叶组织肿瘤, 好发于10~20岁的青少年[1]。新辅

助化疗支持下的联合保肢手术是现在的主要治疗方

式, 其治疗效果有所提升, 但是对于恶性程度较高的

骨肉瘤患者, 其治疗效果仍不佳[2]。本课题组一直致

力于发育异常与肿瘤发生的研究, 我们发现, 骨肉瘤

的发生模式具有相当的代表性。目前骨肉瘤的病因

尚未完全阐明, 因此研究和控制骨肉瘤的发生和发展

具有重要意义, 并有可能为临床提供新的治疗策略。

研究发现, 糖代谢异常在肿瘤发生和发展中

起到不可或缺的作用, 许多重要的靶分子成为了人

们的关注热点。果糖-1,6-二磷酸酶1(fructose-1,6-
bisphosphatase 1, FBP1)是糖异生过程中的一种调节

酶[3]。它在糖代谢[4,5]、细胞分化[6]、肿瘤发生发展[7]、

自噬[8]中均发挥重要作用。近年来研究表明, FBPl
的表达与肝癌[9]、非小细胞肺癌[10]、卵巢癌[11]、乳

腺癌[12]以及胆管癌[13]的发生、发展有着密切联系。

但是, FBP1对骨肉瘤细胞的恶性生物学行为转归的

影响尚未有报道。

本实验采用低表达FBP1的骨肉瘤细胞株MG63
为研究对象, 通过转染FBP1过表达重组质粒使FBP1
基因高表达, 以研究FBP1过表达对骨肉瘤细胞株

MG63恶性生物学行为的影响, 我们发现, 在MG63
细胞中过表达FBP1, 抑制骨肉瘤细胞增殖、迁移并

促进其凋亡, 而且促进其成骨分化, 这为骨肉瘤的临

床治疗提供了新的实验依据。

1   材料及方法
1.1   材料

骨肉瘤细胞株MG63、FBP1过表达重组质粒

及空质粒载体由本实验室保存; 胎牛血清购自北京

四季青生物科技有限公司; DMEM高糖培养基购自

美国Gibco公司; 胰蛋白酶购自上海碧云天生物技

术有限公司; 质粒提取试剂盒购自Omega Bio-Tek公
司; 脂质体细胞转染试剂Lipofect AMINE 2000购自

美国Invitrogen公司; 反转录试剂盒和SYBR荧光染

料购自日本TaKaRa公司; 全蛋白提取试剂盒购自南

京凯基生物科技发展有限公司; CCK-8试剂购自日

本同仁化学研究所; DAPI染料购自北京雷根生物技

术有限公司; 结晶紫染液以及Hoechst 33342购自上

海碧云天生物技术有限公司; 兔抗人FBP1、Runx2、
OPN单克隆抗体购自美国Abcam公司, Bax、Bcl-2、
p-Bcl-2单克隆抗体均购自Santa Cruz公司; 山羊抗兔

及山羊抗鼠二抗均购自北京中杉金桥生物技术有

限公司; 一抗稀释液及封闭液购自上海碧云天生物

技术有限公司; PVDF膜购自美国Millipore公司; An-
nexin V-FITC/碘化丙啶(propidium iodide, PI)细胞凋

亡检测试剂盒购自美国BD公司; 实时荧光定量聚合

酶链式反应引物购自北京六合华大基因科技股份有

限公司, 引物序列见表1。

表1   实时荧光定量聚合酶链式反应引物序列

Table 1   Primer sequence of qRT-PCR
基因                                                       引物序列

Gene                                                       Primer sequence

β-actin                                                    F: 5ʹ-TGA CGT GGA CAT CCG CAA AG-3ʹ
                                                                     R: 5ʹ-CTG GAA GGT GGA CAG CGA GG-3ʹ
FBP1                                                      F: 5ʹ-ATG GCA TTG CTG GTT CTA C-3ʹ
                                                               R: 5ʹ-CCA CTA TGA TGG CGT GTT TAT-3ʹ
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1.2   细胞培养

将MG63细胞用含有 10%胎牛血清及适量青 /
链霉素的DMEM高糖培养基, 置于37 °C、体积分

数为5% CO2的孵育箱中培养, 待细胞贴壁生长至

80%~90%的融合度时用胰蛋白酶消化细胞并传代, 
取对数生长期的细胞进行后续实验。

1.3   细菌扩增

将含有过表达FBP1质粒的大肠杆菌加入到液

体LB中, 再加入适量工作浓度(1000 1׃)下的抗生素, 
放入摇床(37 °C、180 r/min)中摇菌, 14~16 h。
1.4   质粒转染及实验分组

收集处于对数生长期的 MG63细胞 ,  以适当

密度接种细胞于10 cm培养皿中。当细胞密度为

70%~80%时, 将8 μg的FBP1重组质粒和阴性对照

质粒分别转染至MG63细胞中, 24 h后, 提取细胞总

RNA, 用于后续的qRT-PCR检测; 48 h后, 提取细胞

总蛋白, 用于后续的蛋白水平表达的检测。

实验分3组。(1)空白对照组; (2)阴性对照组: 转
染空载体阴性质粒; (3)FBP1过表达组: 转染FBP1过
表达质粒。

1.5   实时荧光定量 PCR 法检测FBP1 mRNA的

表达

转染24 h后, 提取各组MG63细胞中总RNA并

反转录成cDNA。通过qRT- PCR, 检测各组细胞中

FBP1 mRNA的表达水平。

1.6   蛋白质印迹法检测FBP1以及凋亡相关蛋白

的表达

转染48 h后, 提取各组MG63细胞中总蛋白, 通
过BCA法测定蛋白浓度。首先配制10% SDS-PAGE
以分离目的蛋白; 220 mV定压条件下 35~45 min电
泳分离蛋白, 将分离后的蛋白用半干转移法转移至

PVDF膜上 ; 用封闭液封闭15 min; 用1‰ TBST洗
膜3次, 每次5~10 min; 然后加入一抗[兔抗人FBP1、
OPN、RUNX2、Bcl-2、p-Bcl-2单克隆抗体和鼠抗

人Bax、β-actin单克隆抗体(内参照)(1000 1׃)], 4 °C
反应过夜; 回收一抗后, 继续用TBST洗膜3次, 每次

10 min; 随后分别加入二抗[山羊抗兔IgG和山羊抗小

鼠IgG(体积稀释比例均为1000 2׃)], 室温反应1 h ; 用
1‰ TBST洗膜3次, 每次10 min ; 最后ECL发光显影。

采用ImageJ软件分析各组蛋白条带灰度值, 目的蛋

白的相对表达水平通过目的蛋白与β-actin的比值来

表示。

1.7   结晶紫染色法、CCK-8法检测细胞的增殖能力

1.7.1   结晶紫染色法      所有组处理24 h后, PBS冲
洗3次后用4%多聚甲醛固定, 再次用PBS温柔冲洗并

吸干后加入结晶紫染料, 室温避光孵育20~30 min ,
最后PBS洗涤2~3次即可进行观察和拍照。

1.7.2   CCK-8法      取对数生长期的MG63细胞按

4×103/孔接种于96孔板, 置于37 °C、5% CO2的孵箱

中培养。每组均设置5个复孔, 于质粒转染0 h、24 h、
48 h、72 h后, 每孔加入10 μL CCK-8, 继续在孵箱中

孵育3 h, 用酶标仪检测450 nm波长处各孔的光密度

值(D450)。
1.8   DAPI 染色法、Hoechst染色法及流式细胞凋

亡术检测细胞的凋亡

1.8.1   DAPI 染色法      细胞处理24 h后进行检测, 
PBS洗3~5次, 用4%多聚甲醛固定30 min, 再用PBS
洗3~5次, 每次3~5 min, 再加入DAPI染料, 室温避光

孵育20 min ,最后PBS洗涤2~3次, 荧光显微镜下观察

和拍照。

1.8.2   FCM法      用不含EDTA的胰蛋白酶溶液分别

消化空白组、阴性对照组及质粒转染 48 h后的各组

MG63细胞, 离心并收集细胞沉淀, PBS洗涤3次后将

其稀释为1×结合缓冲液重悬细胞, 再分别加入5 μL 
FITC Annexin V和5 μL PI轻轻震荡细胞, 室温下避

光孵育15 min, 最后再加入400 μL 1×结合缓冲液振

荡混匀, 并通过流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.9   划痕法、Transwell检测细胞迁移能力

1.9.1   划痕法      将细胞接种于提前画好标记线的6
孔培养板中, 长到70%~80%时进行转染。待质粒转

染24 h后用200 μL的Tip头垂直标记线均匀用力划痕

(每组划痕宽度保持一致) , PBS洗2~3次, 加入基础

培养基2 mL/孔, 在0、24 h、48 h后镜下观察细胞划

痕愈合情况。划痕愈合率=(0 h划痕宽度－ 48 h划痕

宽度)/0 h划痕宽度×100%
1.9.2   Transwell实验      Transwell迁移实验上室加入

100 μL各处理组的无血清细胞悬液, 使得细胞密度

为1×105/mL, 下室加入500 μL含20%血清的培养基, 
48 h后弃去上室培养基, PBS冲洗2~3次后加入4%多

聚甲醛固定30 min。继续用PBS洗2次, 加入适量结

晶紫染色液, 染色20 min。最后PBS轻洗2~3次, 用湿

棉签轻拭去上室细胞, 显微镜下观察拍照。

1.10   流式细胞术检测细胞周期

弃去旧培养基, 加入胰酶(不含EDTA)消化细胞, 
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收集细胞悬液, 1 000 r/min离心5 min。用预冷PBS洗
涤细胞2次, 离心同上。加入预冷75%乙醇, 4 °C固定

24 h。2 800 r/min离心3 min后收集细胞, PBS洗涤细

胞后离心。37 °C开盖水化0.5 h, 加入500 μL细胞周

期试剂, 混匀, 室温避光放置30~60 min。最后流式细

胞仪检测细胞周期分布情况。

1.11   碱性磷酸酶、茜素红S染色法检测细胞成骨

分化能力

1.11.1   ALP染色法      每组细胞经过含4% FBS、
10 mmol/L β-磷酸甘油、0.1 μmol/L 地塞米松、0.1 g/mL 
VitC的成骨培养基处理7天后, 每孔加入500 μL 4%多聚

甲醛避光固定30~60 min。PBS洗2次, 每孔加入200 μL
碱性磷酸脂酶显色缓冲液, 室温避光染色2 h后弃去

染色液, 最后PBS冲洗3次后风干, 于镜下拍照。

1.11.2   茜素红S染色法      细胞分组处理21天后, 去
除旧成骨培养液, 用PBS洗涤2~3次, 每孔加入500 μL 
4%多聚甲醛避光固定30~60 min。PBS洗2次, 每孔

加入200 μL茜素红染液, 室温避光染色3 h。
1.12   统计学分析 

采用 SPSS 20.0和GraphPad Prism 6统计学软件

对所有数据行统计学分析。文中涉及到的实验均重

复3次, 计量资料以x
_
±s表示。多组间比较采用单因

素方差分析, 两两比较采用t检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2   结果
2.1   FBP1过表达上调MG63细胞中FBP1的表达

实时荧光定量PCR检测结果(图1A)显示, 与空

白对照组和阴性对照组相比, FBP1过表达组中MG63
细胞的FBP1 mRNA表达水平明显升高 (P<0.01)。
Western blot检测结果 (图1B)显示 , 在FBP1过表达

组中, MG63细胞的FBP1蛋白表达水平也明显升高

(P<0.01)。这些结果表明, 转染FBP1过表达质粒明显

上调MG63细胞中FBP1 mRNA和蛋白的表达水平。

2.2   FBP1过表达可抑制骨肉瘤MG63细胞增殖

活细胞计数及结晶紫染色结果(图2A和图2B)
显示 , 过表达 FBP1组MG63细胞数较空白对照与

阴性对照组细胞数显著降低(P<0.05); CCK-8结果

(图2C)显示, 在0、24 h时各处理组间D值无明显差

异, 在48 h、72 h时, 过表达FBP1组的D值明显小于

A: 实时荧光定量PCR检测转染FBP1过表达质粒后人骨肉瘤细胞MG63细胞中FBP1 mRNA水平变化; B: 蛋白质印迹法检测FBP1的蛋白表达水

平变化; **P<0.01, 与空白对照组和阴性对照组比较; n=3。
A: the mRNA expression of FBP1 was detected by qRT-PCR; B: the protein expression of FBP1 was detected by Western blot; **P<0.01 vs the Blank 
and NC groups; n=3.

图1   转染FBP1过表达质粒后人骨肉瘤细胞MG63细胞中 FBP1 mRNA和蛋白表达水平变化

Fig.1   The mRNA and protein expression of FBP1 in the MG63 cells transfected with over-expressed FBP1
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其它两组(P<0.05)。这一结果显示, 过表达FBP1能
够抑制骨肉瘤MG63细胞增殖。

2.3   FBP1过表达可促进骨肉瘤MG63细胞凋亡

流式细胞术实验结果(图3A)显示, 与空白对照

组和阴性对照组相比较, FBP1过表达组的MG63细
胞凋亡率明显增高(P<0.01); 而空白对照组与阴性

对照组相比较无统计学差异。DAPI染色(图3B)提
示, FBP1过表达组发生凋亡的细胞数明显高于空白

对照与阴性对照组, 差异均有统计学意义(P<0.01)。
Western blot结果(图3C)显示, 过表达FBP1组较空白

对照组和阴性对照组, 促凋亡基因Bax表达量增高, 
抑凋亡基因Bcl-2表达降低, p-Bcl-2表达增高。这些

结果提示, 过表达FBP1能促进骨肉瘤MG63细胞的

凋亡。

2.4   FBP1过表达可抑制骨肉瘤MG63细胞迁移能力

划痕实验结果(图4A)显示, 过表达FBP1组划痕

愈合率明显低于空白对照组组和阴性对照组。这

一结果提示, 过表达FBP1能够抑制MG63细胞的迁

移能力。Transwell(图4B)结果显示, FBP1过表达组

的穿膜细胞数明显少于空白对照组和阴性对照组。

这一结果也同样证明, 过表达FBP1能够抑制骨肉瘤

MG63细胞迁移能力。                                               
2.5   FBP1过表达对骨肉瘤MG63细胞周期的影响

流式细胞周期实验结果(图5)显示, 过表达FBP1
组中S期与空白对照组组和阴性对照组无明显差异。

这一结果提示, 过表达FBP1对增殖的影响不是通过

细胞周期调节的。

2.6   FBP1过表达可诱导骨肉瘤MG63细胞成骨分

化能力 
碱性磷酸酶染色结果(图6A)显示, 过表达FBP1

组染色较空白对照与阴性对照组细胞数更为明显; 
茜素红染色结果(图6B)显示, 图中红色片状染色为

钙盐沉积, FBP1处理组与空白对照组和阴性对照

组相比钙盐沉积明显增多。这一结果显示, 过表达

FBP1能够促进骨肉瘤MG63细胞的成骨分化。  

3   讨论
骨肉瘤的治疗方法多种多样, 如术前化疗、广

泛的外科切除、切除肿瘤的仔细病理定位、根据肿

瘤坏死的百分比进行术后化疗等[14]。遗憾的是, 高

A: 活细胞计数; B: 结晶紫染色; C: CCK-8实验; *P<0.05, **P<0.01, 与空白对照组和阴性对照组比较;  n=3。
A: living cell counting; B: crystal violet staining; C: CCK-8 assay; *P<0.05, **P<0.01 vs the Blank and NC groups; n=3.

图2   过表达FBP1对人骨肉瘤MG63细胞增殖的影响

Fig.2   The effect of proliferation of MG63 cells transfected with over-expressed FBP1
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图3   过表达FBP1对人骨肉瘤MG63细胞凋亡的影响

Fig.3   The effect of apoptosis of MG63 cells transfected with over-expressed FBP1

级别骨肉瘤的特点是易转移, 通常预后较差[15]。大

量国内外文献表明, 骨肉瘤的发生和发展涉及到多

种因素, 但是目前骨肉瘤患者的5年生存率与其它肿

瘤相比较仍较低[16-17]。本课题组前期实验结果认为, 
骨肉瘤属于一种分化异常的疾病。其起源于骨髓间

充质干细胞, 是正常成骨分化过程异常中断而形成

的恶性增生物[18-19]。在异常调控发生过程中, 如能

找到控制间充质干细胞最终分化为骨肉瘤而非正常

成骨细胞的关键信号通路或基因, 进而探寻其调控

方式, 必将更深层次地揭示骨肉瘤的发生机制; 同时

通过靶向性逆转或调控这些失控的基因, 为骨肉瘤

治疗带来新希望。

FBP1是糖异生中的一种限速调节酶, 能催化果

糖1,6-二磷酸酯水解为果糖。果糖-1,6-二磷酸酶1
的缺失导致糖酵解增加, 增强“瓦博格效应”, 使肿瘤

细胞增殖能力增强[20]。在多种肿瘤中, FBP1的表达

通常是被下调的, 这可能与糖酵解增强有关。研究

发现, FBP1的低表达与预后不良有关, 并有助于肺

癌细胞的生长和侵袭[21]; 在胆管癌中, 过表达FBP1
抑制了胆管癌细胞的增殖和转移[13]; 在乳腺癌中, 
FBP1的表达能够抑制乳腺癌的生长, 且FBP1的缺失

导致了上皮细胞–间充质转化, 使其由管腔样向基底

样乳腺癌转化[22]。

本研究探讨了FBP1在抑制骨肉瘤增殖和迁移

能力、促进其凋亡, 并诱导其成骨分化过程中的影

响。FBP1基因过表达能够使细胞的增殖受到抑制, 
但细胞周期的结果显示, 三个组之间无统计学差异, 
考虑细胞增殖并不是通过对细胞周期的调控, 而可

能是通过调控细胞的凋亡。蛋白质印迹法检测结

果表明, 过表达FBP1基因后抗凋亡相关基因Bcl-2
蛋白表达下调, p-Bcl-2表达上调, 凋亡相关基因Bax
表达上调; 促凋亡基因Bax接收到凋亡信号后, 作用

于线粒体并破坏线粒体的膜结构, 最终导致凋亡的

发生[23]。Bcl-2主要分布于细胞内线粒体、内质网
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和细胞核的膜上, 具有抑制细胞凋亡的作用[24]。据

文献报道, 在肝细胞癌细胞系中过表达FBP1后, 可
以抑制肝癌细胞的上皮–间质转化从而抑制肝癌细

胞的增殖和转移[25]; 本实验中FBP1过表达后, MG63
细胞的迁移受到明显抑制, 这与此观点相符; 也有

研究报道, FBP1可以通过改变葡萄糖代谢和调节

Wnt/β-catenin信号通路来抑制乳腺癌进展[3]。Wnt/
β-catenin信号通路被公认为参与肿瘤发生[26]。在骨

肉瘤中, FBP1是否通过调控此通路进而对骨肉瘤恶

性生物学行为产生影响, 还是多个通路交互作用还

有待进一步地研究。

课题组前期研究发现, 正常的骨分化是一个受

到精确调控的过程。如果受到精确调控的该分化过

程被扰乱或失控, 则有可能表现为骨肉瘤的发生。

这种失控发生的阶段越早, 则发生的骨肉瘤表现为

分化越低、侵袭性越强、恶性程度越高。MG63
对应是骨母细胞阶段, 其恶性程度处于中间水平且

FBP1在MG63细胞中低表达。所以选用MG63细胞

作为实验细胞, 能够更好地观察各检测指标。同时, 
在本实验中碱性磷酸酶染色和茜素红染色实验以

及Western blot证明, 过表达FBP1后成骨相关基因

OPN、Runx2表达均被上调, 诱导MG63细胞向成骨

分化的能力增强, 进一步证明, 骨肉瘤是一种类似白

血病的分化疾病。在本实验中, 我们观察到过表达

FBP1后, 骨肉瘤细胞的分化能力增强、抗凋亡能力

减弱, 从而凋亡增加, 最终都使骨肉瘤恶性程度降

低。 我们希望能够在抑制肿瘤细胞无限增殖的同时, 
使其分化成正常的成骨细胞。

综上所述, 本研究首次证实, FBP1过表达能够

显著逆转骨肉瘤MG63细胞的恶性生物学行为, 并诱

A: 划痕实验; B: transwell迁移实验; **P<0.01, 与空白对照组和阴性对照组比较; n=3。
A: wound-healing assay; B: transwell assay without matrigel; **P<0.01 vs the Blank and NC groups; n=3.

图4   过表达FBP1对人骨肉瘤MG63细胞迁移的影响

Fig.4   The effect of migration of MG63 cells transfected with over-expressed FBP1
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图5   过表达FBP1对人骨肉瘤MG63细胞周期的影响

Fig.5   The effect of cell cycle of MG63 cells transfected with over-expressed FBP1

A: 碱性磷酸酶染色; B: 茜素红染色; C:蛋白印迹法。**P<0.01。
A: ALP staining; B: alizarin red staining; C: Western blot. **P<0.01.

图6   过表达FBP1对人骨肉瘤MG63细胞成骨分化的影响

Fig.6   The effect of osteogenic differentiation of MG63 cells transfected with over-expressed FBP1
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导成骨分化, 这提示可以通过干预逆转其恶性表型

诱导其正常分化, 以达到治疗骨肉瘤的目的。这为

骨肉瘤的发病机制提供了新的研究方向, 并有可能

成为临床治疗的潜在靶点。但FBP1抑制恶性生物

学行为及促进成骨分化的具体作用机制需要更深入

地研究探讨。下一步我们将在体内动物实验中进行

研究和验证, 并将对其可能的作用机制进行更加深

入的研究。
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