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二甲双胍调节TLR4/NF-κB信号通路对牙周炎

小鼠炎症反应的影响
马宇1*  林建2  杨舒1  赵沛1

(1昆明市口腔医院正畸科, 昆明 650000; 2昆明医科大学研究生院, 昆明 650000)

摘要      该文旨在探究二甲双胍(MET)调节Toll样受体4(TLR4)/核因子κB(NF-κB)信号通路对牙

周炎小鼠炎症反应的影响。构建牙周炎小鼠模型后 , 将小鼠分为对照组 (Control组 ), 模型组 (Model
组), 二甲双胍低、中、高剂量组(MET-L组、MET-M组、MET-H组)和高剂量二甲双胍+TLR4激活剂

组(MET-H+LPS组)。用Micro-CT和HE染色对小鼠牙周组织病理情况进行观察; 用qRT-PCR检测牙周

组织中白细胞介素 -1β(IL-1β)、白细胞介素 -6(IL-6)、肿瘤坏死因子 -α(TNF-α) mRNA表达水平 ; 免疫

组织化学法检测牙周组织核因子κB受体活化因子配体(RANKL)、骨保护素(OPG)表达情况; 免疫印

迹检测TLR4/NF-κB信号通路相关蛋白表达情况。与Control组比较, Model组小鼠牙槽骨有明显吸收, 
骨吸收区域较大 , 牙周病变较重 , 小鼠牙周组织出现大量炎性细胞浸润 ; IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA
以及TLR4、p-NF-κB/NF-κB、RANKL表达水平升高 , OPG表达水平下降(P<0.05)。与Model组比较 , 
MET-L、MET-M、MET-H组牙槽骨吸收逐渐减少, 炎性细胞浸润减少, 牙周病变逐渐缓解; TNF-α、
IL-6、IL-1β mRNA水平呈剂量依赖性降低 , TLR4、p-NF-κB/NF-κB、RANKL表达水平下降 , OPG表

达水平上升(P<0.05)。 与MET-H组相比, MET-H+LPS组牙槽骨吸收加重, 骨吸收区域较大, 炎性细胞

浸润增加 ; TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA以及TLR4、p-NF-κB/NF-κB、RANKL表达水平升高 , OPG表

达水平下降(P<0.05)。二甲双胍通过抑制TLR4/NF-κB信号通路改善牙周炎小鼠炎症反应。

关键词      牙周炎; 二甲双胍; Toll样受体4(TLR4)/核因子κB(NF-κB)信号通路; 炎症反应

Effect of Metformin on Inflammatory Response in Periodontitis Mice 
by Regulating the TLR4/NF-κB Signaling Pathway
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Abstract       This study aims to investigate the effect of MET (metformin) on the inflammatory response in 
periodontitis mice by regulating the TLR4 (Toll-like receptor 4)/NF-κB (nuclear factor-κB) signaling pathway. 
A periodontitis mouse model was constructed and the mice were separated into Control group, Model group, 
low, medium, and high dose metformin groups (MET-L group, MET-M group, MET-H group), and high-dose 
metformin+TLR4 activator group (MET-H+LPS group). The pathological changes of periodontal tissue in mice 
were observed by Micro-CT and HE staining. The mRNA expression levels of IL-1β (interleukin-1β), IL-6 (inter-
leukin-6), and TNF-α (tumor necrosis factor-α) in periodontal tissue were detected by qRT-PCR. The expression 
of RANKL (receptor activator of nuclear factor-κB ligand) and OPG (osteoprotegerin) in periodontal tissue was 
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detected by immunohistochemistry. The expression of TLR4/NF-κB pathway-associated proteins was detected 
by Western blot. Compared with the Control group, the alveolar bone of mice in the Model group showed ob-
vious absorption, with a larger bone absorption area, more severe periodontal lesions, and a large amount of 
inflammatory cell infiltration; the IL-1β, IL-6, TNF-α mRNA, and TLR4, p-NF-κB/NF-κB, RANKL expression 
levels increased, while OPG expression level decreased (P<0.05). Compared with the Model group, the MET-
L, MET-M, and MET-H groups showed a gradual decrease in alveolar bone resorption, reduced infiltration of 
inflammatory cells, and gradual relief of periodontal lesions; the TNF-α, IL-6, and IL-1β mRNA levels gradually 
decreased in a dose-dependent manner, the TLR4, p-NF-κB/NF-κB, and RANKL expression levels decreased, 
while the OPG expression level increased (P<0.05). Compared with the MET-H group, the MET-H+LPS group 
showed increased alveolar bone resorption, larger bone resorption areas, and more inflammatory cell infiltration; 
the TNF-α, IL-6, IL-1β mRNA, and TLR4, p-NF-κB/NF-κB, RANKL expression levels increased, while OPG 
expression level decreased (P<0.05). Metformin inhibits the TLR4/NF-κB signaling pathway and improves the 
inflammatory response in periodontitis mice.

Keywords       periodontitis; metformin; TLR4 (Toll-like receptor 4)/NF-κB (nuclear factor-κB) signaling 
pathway; inflammatory response

牙周炎是一种由细菌驱动的口腔炎症性疾病 , 
可对公众健康造成威胁 [1]。牙周炎的特征是进行性

局部炎症和牙槽骨丢失 , 牙齿支撑结构 (如牙周韧

带、骨骼和牙龈 )损伤 , 导致咀嚼能力下降或牙齿

脱落 [2]。目前 , 牙周炎的标准治疗方法包括基础牙

周治疗和外科牙周治疗 , 以及全身或局部抗生素治

疗, 但其治疗效果仍不理想[3]。二甲双胍(metformin, 
MET)是一种具有多功能用途的药物 , 它是一种口

服抗高血糖药物 , 是降低2型糖尿病 (type 2 diabetes 
mellitus, T2DM)患者血糖水平的首选一线药物。二

甲双胍是从法国丁香 (Galega officinalis)中提取的 , 
因其良性、无毒的性质而成为控制糖尿病患者高血

糖水平的金标准药物 [4]。据报道 , 二甲双胍具有降

低脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS)的作用 , 还可调

控LPS抑制的自噬途径 , 下调mTOR的表达 , 因此推

测二甲双胍可能是治疗牙周炎的潜在药物 [5]。然而

二甲双胍对牙周炎小鼠炎症反应的影响尚未明确。

TLR家族的Toll样受体4(Toll-like receptor 4, TLR4)
可以特异性识别LPS, 参与信号转导和炎症因子释

放 , 并在LPS诱导的牙周组织破坏中发挥重要作用。

核因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)是激活TLR2和
TLR4的主要信号通路。激活的NF-κB信号通路可

以进一步促进炎症因子的募集和聚集 , 扩大炎症反

应。此外 , NF-κB的激活可以促进巨噬细胞M1极化

以增强炎症反应 , 同时激活TLR4[6]。研究发现 , 大
麻二酚 (cannabidiol, CBD)通过抑制TLR4/NF-κB通

路激活 , 减轻大鼠结扎诱导的牙周炎和LPS诱导的

人牙周韧带细胞 (human periodontal ligament cell, 
hPDLC)炎症 [7]。本研究通过建立牙周炎小鼠模型 , 
探究二甲双胍能否通过调控TLR4/NF-κB通路对牙

周炎小鼠炎症反应产生影响。

1   材料与方法
1.1   材料

动物: 6周龄雄性SPF级BALB/C小鼠[许可证号: 
SCXK(皖)2022-0001], 90只, 体质量30~35 g, 购自安

徽医科大学。本研究经昆明市口腔医院伦理审查委

员会审批通过(批准号: KHLL2023-KY027)。
主要试剂 : 盐酸二甲双胍 (货号: YZ-100664)购

自中国食品药品检定研究院 ; TLR4激活剂LPS(货
号 : 40328ES25)购自翌圣生物科技 (上海 )股份有限

公司; 兔抗NF-κB(货号: ab220803)、p-NF-κB(货号: 
ab239882)抗体购自Abcam公司 ; 兔抗TLR4(货号 : 
48-2300)抗体购自ThermoFisher Scientific公司。

1.2   方法

1.2.1   造模      对小鼠接种细菌, 构建牙周炎小鼠模

型 [8]。小鼠口腔涂抹接种浓度为109 CFU/mL的牙龈

卟啉单胞菌 (ATCC33277)以及2%羟甲基纤维素 , 接
种3次, 隔天进行, 5天内完成接种。对照组小鼠接种

2%羟甲基纤维素。接种4周后 , 于显微镜下观察小

鼠牙龈水肿、充血、牙周袋形成和牙周探诊出血等

情况, 以确定牙周炎造模是否成功。
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1.2.2   实验分组      用随机数字表法将小鼠分为对

照组(Control组)、模型组(Model组)、药物处理组[包
括二甲双胍低 (MET-L组 )、中 (MET-M组 )、高剂量

组 (MET-H组 )以及高剂量组+TLR4激活剂组(MET-
H+LPS组 )], 每组15只。根据参考文献 [9], 对MET-L
组、MET-M组、MET-H组小鼠分别腹腔注射 100、
200、400 mg·kg–1·d–1二甲双胍; 对MET-H+LPS组小鼠

腹腔注射400 mg·kg–1·d–1二甲双胍及0.58 mg·kg–1·d–1的

LPS[10](药物剂量根据小鼠的体质量换算而得到); Con-
trol组与Model组腹腔注射等剂量的生理盐水 , 连续注

射14天后, 对小鼠实施安乐死。

1.2.3   Micro-CT扫描观察牙周组织变化      对牙小

鼠左下颌第二磨牙周围牙龈组织进行钝性分离 , 
然后对左下颌骨进行Micro-CT扫描 , 图像分辨率

为 1 024像素 ×1 024像素 , 电压为 70 kV, 电流为

114 μA。用骨表面图像进行三维组织形态分析 , 
对牙槽骨图像进行分析。

1.2.4   HE染色观察小鼠牙周组织形态      取其中5只
小鼠的牙周组织, 冲洗干净, 用4%甲醛室温固定24 h, 
制为石蜡切片。将制备好的小鼠牙周组织石蜡切片

用二甲苯浸泡脱蜡2次, 每次10 min, 95%、85%、75%
梯度乙醇浸泡水化3次, 每次30 s, 自来水冲洗, 加苏木

精室温染色10 min, 加伊红染色30 s, 漂洗, 梯度乙醇脱

水, 二甲苯透明, 中性树胶封片, 显微镜观察。

1.2.5   qRT-PCR检测基因表达情况      提取各组

5只小鼠的牙周组织 RNA, 将其逆转录为 cDNA, 
荧光定量 PCR法检测小鼠牙周组织中白细胞介

素-6(interleukin-6, IL-6)、白细胞介素-1β(interleukin-
1β, IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α) mRNA的表达水平。以β-actin为内参 , 反应

程序: 95 °C预变性10 min; 95 °C变性10 s, 55 °C退火

35 s, 72 °C延伸60 s, 40个循环。用2–ΔΔCt法计算IL-6、
IL-1β、TNF-α mRNA的表达水平。引物序列见表1。
1.2.6   免疫组织化学法检测RANKL、OPG表达情

况      对小鼠牙周组织切片进行脱蜡水化, 加柠檬酸

钠修复, 加H2O2室温处理10 min以除去过氧化酶活性, 
PBS清洗2次 , 加封闭液室温封闭孵育30 min, 加入核

因子κB受体活化因子配体(receptor activator of nu-
clear factor-κB ligand, RANKL)(1000 1׃)、骨保护素

(osteoprotegerin, OPG)(1000 1׃)一抗于4 °C过夜孵育, 
清洗, 加入羊抗兔二抗(1000 2׃)室温孵育1 h。DAB显
色, 苏木精室温复染5 min, 自来水冲洗返蓝, 梯度乙醇

脱水 , 二甲苯透明 , 封片 , 显微镜观察 , 检测RANKL、
OPG的吸光度(D)值。

1.2.7   Western blot检测蛋白表达情况      提取每

组 5只小鼠的牙周组织蛋白 , 测定其浓度。取蛋白

上样 , 进行SDS-PAGE电泳分离蛋白 , 将其转移至

PVDF膜上 , 脱脂牛奶室温封闭2 h, TBST洗膜。加

TLR4(1200׃)、NF-κB(1000 1׃)、p-NF-κB(1000 1׃)一
抗, 4 °C下过夜孵育, 加二抗(1000 2׃), 室温孵育2 h。
ECL发光显影 , β-actin作内参 , 分析TLR4、NF-κB、
p-NF-κB蛋白表达量。

1.3   统计学分析

用 SPSS 25.0软件分析数据 , 用均值 ±标准差

(x
_
±s)表示符合正态分布的实验数据 , 单因素方差分

析用于比较多组间差异 , SNK-q检验用于比较两组

间差异。P<0.05表示差异显著。

2   结果
2.1   小鼠Micro-CT检测

与Control组相比 , Model组小鼠牙槽骨出现明显

吸收 , 骨吸收区域较大 ; 与Model组比较 , MET-L、

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
引物名称

Primers name
引物序列(5ʹ→3ʹ)
Primer sequences (5ʹ→3ʹ)

TNF-α F: TGG GCT CCC TCT CAT CAG TTC

R: TCC GCT TGG TGG TTT GCT AC

IL-1β F: GTC CAC CAA ATT CAA TAC CG

R: TCA GAA TGG CCT CCT GAG GA

IL-6 F: ATT GTA TGA ACA GCG ATG ATG CAC

R: CCA GGT AGA AAC GGA ACT CCA G

β-actin F: ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG

R: TTC AGC TCA GGG ATG ACC TT
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MET-M、MET-H组小鼠随着药物剂量升高, 骨吸收

区域逐渐减少; 与MET-H组相比, MET-H+LPS组小鼠

牙槽骨吸收增多, 骨吸收区域较大(图1)。
2.2   HE染色观察小鼠牙周组织病理形态

与Control组相比 , Model组小鼠牙槽骨有明显

吸收 , 牙周软组织退缩 , 牙周病变较重 , 炎性细胞浸

润增加; 与Model组比较, MET-L、MET-M、MET-H
组小鼠牙槽骨吸收逐渐减少, 炎性细胞浸润减少, 牙
周病变逐渐缓解 ; 与MET-H组相比 , MET-H+LPS组
小鼠牙槽骨吸收加重, 炎性细胞浸润增加(图2)。
2.3   二甲双胍对牙周组织中TNF-α、IL-1β、IL-6
表达量的影响

与Control组比较 , Model组小鼠牙周组织中

IL-6、TNF-α、IL-1β mRNA表达水平上升 (P<0.05); 

与Model组比较 , MET-L、MET-M、MET-H组小鼠

牙周组织中 IL-6、TNF-α、IL-1β mRNA表达水平逐

渐下降(P<0.05); 与MET-H组相比, MET-H+LPS组小

鼠牙周组织中 IL-6、TNF-α、IL-1β mRNA表达水平

上升(P<0.05)(图3)。
2.4   二甲双胍对牙周组织中RANKL、OPG蛋白

表达的影响

与Control组相比 , Model组小鼠牙周组织中

OPG表达水平下降, RANKL表达水平上升(P<0.05); 
与Model组比较 , MET-L、MET-M、MET-H组小

鼠牙周组织中OPG表达水平上升 , RANKL表达水

平呈剂量依赖性降低 (P<0.05); 与MET-H组相比 , 
MET-H+LPS组小鼠牙周组织中OPG表达水平下降 , 
RANKL表达水平升高(P<0.05)(图4和图5)。

图1   牙周组织Micro-CT检测

Fig.1   Micro-CT detection of periodontal tissue

Control group Model group MET-L group

MET-M group MET-H group MET-H+LPS group

图2   牙周组织HE染色

Fig.2   HE staining of periodontal tissue

Control group

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

Model group MET-L group

MET-M group MET-H group MET-H+LPS group
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*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与Model组比较; &P<0.05, 与MET-L组比较; @P<0.05, 与MET-M组比较; △P<0.05, 与MET-H组比较。

*P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with Model group; &P<0.05 compared with MET-L group; @P<0.05 compared with MET-
M group; △P<0.05 compared with MET-H group.

图3   二甲双胍对TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA表达的影响

Fig.3   Effects of metformin on the expression of TNF-α, IL-1β and IL-6 mRNA

图4   免疫组化检测RANKL、OPG蛋白表达情况

Fig 4   Immunohistochemical detection of RANKL and OPG protein expression

              Control group

                Model group

MET-L group

OPG RANKL OPG RANKL

OPG RANKL

MET-M group

              MET-H group

    MET-H+LPS group

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm
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2.5   二甲双胍对TLR4/NF-κB信号通路的影响

与Control组相比 , Model组小鼠牙周组织中

TLR4、p-NF-κB/NF-κB表达水平升高 (P<0.05); 与
Model组比较 , MET-L、MET-M、MET-H组小鼠牙

周组织中TLR4、p-NF-κB/NF-κB表达水平逐渐下降, 
且呈剂量依赖性 (P<0.05); 与MET-H组相比 , MET-
H+LPS组小鼠牙周组织中TLR4、p-NF-κB/NF-κB表
达水平升高(P<0.05)(图6和图7)。

3   讨论
牙周炎是一种由牙周组织中的细菌生物膜引

起的炎症性疾病, 常见于成人, 但也可见于儿童和青

少年。据报道 , 全球10%~15%的人可能患有严重的

牙周炎。牙周炎相关细菌会导致牙周组织的局部破

坏 , 会破坏牙龈和牙槽骨 , 导致牙齿脱落 , 并对其他

疾病的发生产生负面影响 [11-12]。牙周炎可导致先天

免疫通路的激活 , 导致促炎细胞因子和相关信号分

子的产生 [13]。因此 , 探讨牙周炎的病因及其治疗策

略非常重要。

二甲双胍是一种小分子化合物。其作用和机制

已被广泛研究; 然而 , 二甲双胍的治疗作用仍在被不

断研究。研究表明 , 二甲双胍具有保护心血管系统、

减轻衰老、改善血脂、促进成骨和硬组织再生的潜

力 [14]。除了降血糖作用外 , 二甲双胍还具有抗炎活

性。外用二甲双胍是牙周治疗的潜在辅助药物。研

究证实 , 二甲双胍减轻了骨吸收 , 减少了根尖周炎大
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*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the Model group; &P<0.05 compared with MET-L group; @P<0.05 compared with 
MET-M group; △P<0.05 compared with MET-H group.

图5   二甲双胍对RANKL、OPG蛋白表达的影响

Fig.5   Effects of metformin on RANKL and OPG protein expression

A: Control组; B: Model组; C: MET-L组; D: MET-M组; E: MET-H组; F: MET-H+LPS组。

A: Control group; B: Model group; C: MET-L group; D: MET-M group; E: MET-H group; F: MET-H+LPS group.
图6   Western blot检测TLR4、p-NF-κB、NF-κB蛋白表达情况

Fig.6   The expression of TLR4, p-NF-κB and NF-κB proteins was detected by Western blot

                                                              NF-κB

                                                      p-NF-κB

                                                             β-actin

                                                              TLR4

A B C D E F



1678 · 研究论文 ·

鼠的骨质流失 , 二甲双胍可能是治疗炎症性骨病的

有效药物 [15]。本研究通过构建牙周炎小鼠模型 , 发
现模型组小鼠的牙槽骨出现明显吸收且吸收区域较

大 , 并且小鼠牙周炎病变加重 , 炎性细胞浸润增加 ; 
小鼠牙周组织中 IL-6、IL-1β、TNF-α、RANKL表
达水平显著升高 , OPG表达水平下降 , 说明牙周炎小

鼠牙槽骨吸收较多 , 并出现炎症反应。用剂量不同

的二甲双胍对牙周炎小鼠进行处理 , 发现小鼠牙周

病变缓解 , 牙槽骨吸收减少 , 炎性细胞浸润减少 , 病
情出现好转 , 同时牙周组织中 IL-6、IL-1β、TNF-α、
RANKL表达水平呈药物剂量依赖性下降 , OPG表达

水平升高 , 说明二甲双胍能够抑制牙周炎小鼠炎症

反应 , 抑制破骨细胞增殖 , 抑制牙槽骨吸收 , 缓解牙

周病变, 发挥抗炎作用。ALA等 [16]研究报道, 二甲双

胍通过抑制AMPK和NF-κB表达 , 进而抑制炎症反

应 , 二甲双胍能够维持巨噬细胞的M1和M2亚型间

的平衡。巨噬细胞极化的转变减少了炎症细胞因子

(如TNF-α、IL-1β和IL-6)的释放, 并增强了抗炎反应。

因此猜测二甲双胍可能通过维持巨噬细胞M1和M2
之间的平衡及巨噬细胞极化抑制炎症细胞因子的释

放 , 从而表现出抗炎作用。TAN等 [17]研究证明 , 二甲

双胍显著抑制了 hPDLC中牙龈卟啉单胞菌脂多糖

诱导的炎症反应 , 表现为IL-1β和IL-18分泌减少。这
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*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与Model组比较; &P<0.05, 与MET-L组比较; @P<0.05, 与MET-M组比较; △P<0.05, 与MET-H组比较。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the Model group; &P<0.05 compared with MET-L group; @P<0.05 compared with 
MET-M group; △P<0.05 compared with MET-H group.

图7   二甲双胍对TLR4/NF-κB信号通路的影响

Fig.7   Effects of metformin on TLR4/NF-κB signaling pathway

与本研究结果较为一致。研究发现 , 通过进行二甲

双胍治疗改变了300多个基因的表达 , 这些基因涉及

NF-κB通路和TNF-α通路等14个信号通路 [18]。这说

明二甲双胍可能调节炎症相关通路中的炎症基因表

达, 从而发挥抗炎作用。

TLR是先天免疫和适应性免疫的关键介质 , 在
促炎因子的刺激下被激活参与炎症反应。NF-κB
是一种多向核转录因子 , 在细胞质中普遍存在。被

TLR激活后 , NF-κB易位至细胞核 , 并诱导一系列基

因的表达, 这些基因介导先天性和获得性免疫调节、

细胞黏附、炎症反应。NF-κB激活TNF-α、IFN-γ、
IL-22、IL-4、IL-1β和其他细胞因子 , 所有这些细

胞因子都在炎症反应中发挥关键作用 [19]。研究发

现 , 抑制TLR4/NF-κB通路能够减缓牙周炎进展 , 抑
制炎症反应, 例如丹参酸C(salvianic acid C, SAC)通
过TLR4/NF-κB通路有效减轻LPS诱导的炎症和细

胞凋亡 , SAC可有效治疗牙周炎 [20]。LIU等 [21]研究

发现 , 敲低TRIM52通过TLR4/NF-κB信号通路减轻

了LPS诱导的炎症损伤 , 为牙周炎提供了有效的治

疗靶点。KIM等 [22]研究证实 , 马曲普酶的下调通过

抑制人牙龈成纤维细胞中的TLR4/NF-κB信号通路

来抑制牙龈卟啉单胞菌脂多糖诱导的基质金属蛋

白酶 -1(matrix metalloproteinase-1, MMP-1)和促炎
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细胞因子表达。本研究通过分析发现在牙周炎小

鼠中TLR4、p-NF-κB/NF-κB上调表达 , 经二甲双胍

处理后, TLR4、p-NF-κB/NF-κB表达水平逐渐降低, 
说明二甲双胍能够抑制TLR4/NF-κB通路从而抑制

炎症反应。在此基础上 , 进行回复实验 , 使用TLR4
激活剂LPS和二甲双胍共同处理牙周炎小鼠 , 发现

上述实验结果发生了逆转 , 证实二甲双胍可能抑制

TLR4/NF-κB信号通路从而抑制牙周炎小鼠的炎症

反应。

综上 , 二甲双胍抑制牙周炎小鼠的炎症反应 , 
可能是通过抑制TLR4/NF-κB信号通路实现的, 本研

究初步为揭示二甲双胍在牙周炎中的治疗作用提供

了理论参考。然而牙周炎的病理机制较为复杂 , 本
研究中没有另外设置单独的LPS组 , 并且对于二甲

双胍调控TLR4/NF-κB信号通路的分子机制研究尚

浅 , 二甲双胍能否通过其他通路发挥作用尚未可知 , 
有待进一步研究。
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