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通窍明目 IV号对青光眼模型大鼠视神经保护的机制研究 *
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摘要 目的：观察不同浓度通窍明目 IV号对青光眼模型大鼠凋亡相关蛋白表达的干预作用。方法：将 42只 SD大鼠随机分为空白

组，模型组，通窍明目 4号低、中、高剂量组和神经营养剂组，共计 6组，每组 7只。经眼球前房角膜缘注射卡波姆复制高眼压模

型，成模 21天后灌胃给药，给药期 4周。采用 HE染色观察视网膜形态及视神经节胞、免疫组化法测定 BCL-2、Bax、P53蛋白表

达，用 Western Blot法测定 Caspase-3、Caspase-9蛋白表达。结果：与空白组对比，模型组视网膜 Bax与 p53阳性表达显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，神经营养剂组与通窍明目 IV号高、中剂量组视网膜 Bax与 p53蛋白的阳性表达显著降低（P<0.01)。与
空白组比较，模型组视网膜 Bcl-2阳性表达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，神经营养剂组与通窍明目 IV号各剂量组视网膜

Bcl-2的阳性表达有不同程度的提高。模型组大鼠 caspase-3、caspase-9的蛋白表达水平均高于空白组（P<0.01）；与模型组比较，神
经营养剂组与通窍明目 IV号各剂量组大鼠视网膜 Caspase3及 caspase-9表达水平明显降低（P<0.01）。结论：通窍明目 IV号可能

通过下调 Bax、P53表达，促进 Bcl-2表达升高、抑制 Caspase-3、Caspase-9激活凋亡途径，从而对青光眼视神经起到保护作用。
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Mechanism of TongQiaoMingMu IV on the Mechanism of Optic Nerve
Protection in Rats of Glaucoma Model*

To observe the intervention effects of different concentrations of TongQiaoMingMu IV on the expression of

apoptosis-related proteins in glaucoma model rats. 42 SD rats were randomly divided into control group (n=7), model group

(n=7), TongQiaoMingMu IV low dose group (n=7), medium dose group (n=7), high dose group (n=7) and neurotrophic group (n=7). The

model of high intraocular pressure was established by injecting carbomer through the limbal of the anterior chamber of the eyeball. 21

days later, the drug was intragastrically administered for 4 weeks. The morphology of retina and optic ganglion cells were observed by

HE staining. The expression of BCL-2, Bax and p53 protein was detected by immunohistochemical method, and the expression of Cas-

pase-3 and Caspase-9 protein was determined by WesternBlot method. Compared with the blank group, the positive expression

of Bax and p53 in the model group increased significantly, while the positive expression of Bax and p53 protein decreased significantly

in the neurotrophic group and TongQiaoMingMu IV high and medium dose groups compared with the model group. Compared with the

blank group, the positive expression of Bcl-2 in the model group decreased significantly, and compared with the model group, the posi-

tive expression of Bcl-2 in the neurotrophic group and TongQiaoMingMu IV group increased in different degrees. The protein expression

levels of caspase-3 and caspase-9 in the model group were higher than those in the control group, and the expression levels of Caspase3

and caspase-9 in the retina of rats in the neurotrophic group and TongQiaoMingMu IV group were significantly lower than those in the

model group (P＜0.01). TongQiaoMingMu IV may protect the optic nerve of glaucoma by down-regulating the expression

of Bax and p53, increasing the expression of Bcl-2 and inhibiting the activation of apoptosis pathway of Caspase-3 and Caspase-9.
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前言

青光眼作为首位不可逆的致盲眼病备受关注，主要特点是

视神经损伤及视野缺损，主要危险因素是病理性眼压增高。青

光眼是全世界不可逆失明的主要原因。全球 40至 80岁人群的

青光眼患病率估计为 3.5%，预计到 2040年将有 1.118亿人患

有青光眼，目前可用的治疗方法不能逆转青光眼对视觉系统的

损害，然而，早期诊断和治疗可以防止疾病的发展，在大多数情

况下，青光眼是一种慢性疾病，需要终身治疗[1]。青光眼的发病

机制有表观遗传调控、细胞凋亡机制、氧化应激损伤、茁淀粉样
蛋白的神经毒性作用等多种说法，但确切的发病机制还未阐述

清晰完整[2]。其中细胞凋是公认的青光眼发病机制。

视网膜神经节细胞可能比其他中枢神经系统神经元更依

赖线粒体，因为它们大量存在于眼球髓鞘的 RGC轴突中。视神

经 RGC轴突中的线粒体特别依赖于周围血管系统的氧气和营

养。值得注意的是，RGC线粒体在所有视神经疾病中都受到影

响，要么是因为与线粒体 DNA相关的遗传缺陷，要么是由于视

神经及其相关血液供应的变化，就像青光眼的情况一样[3]。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 42只 SD大鼠（由黑龙江中医药大学实验动

物中心提供），雌雄兼半，实验动物质量合格证号 ：SYXK（黑）

2016-004，实验前检查大鼠双眼眼前节、眼底、眼压均正常。

1.1.2 实验仪器 手术显微镜、裂隙灯显微镜、笔式眼压计

(Tono-pen)、组织切片机、酶标仪等。

1.1.3 实验试剂 水合氯醛、托吡卡胺滴眼液滴、卡波姆、地塞

米松磷酸钠注射液、左氧氟沙星（可乐必妥）滴眼液等、Bcl-2、

Bax等免疫组化试剂盒。

1.2 实验方法

1.2.1 实验分组 42只 SD大鼠随机分为：空白组，模型组，通

窍明目 IV号低、中、高剂量组，神经营养剂组，共计 6组，每组

7只。

1.2.2 模型制备 将 SD大鼠固定于实验台面，0.5％丁卡因滴

眼 2或 3次，每只眼抽取房水 10 滋L，随后由角膜缘注射等量
含 0.3％卡波姆和 0.025％地塞米松的复方卡波姆 -940溶液，

注射后棉签压迫注射孔 1分钟，抗生素眼膏涂入结膜囊[4,5]。高

眼压标准为：基线眼压为 24 mmHg。

1.2.3 给药方法 实验证实，本模型视神经萎缩通常出现于模

型复制成功后第 20天，故选取模型复制后的第 21天开始灌胃

给药，给药期 28天。通窍明目 IV号高剂量组（11.25 g/Kg·d）

灌胃；通窍明目 IV号中剂量组（22.5 g/Kg·d）灌胃；通窍明目

IV号低剂量组（45 g/Kg·d）灌胃；模型组给予等量生理盐水灌

胃（100 mL/kg·d）；神经营养剂组将 VitB1、VitB12和胞磷胆碱

钠片，根据体表面积计算法，折算成人等效治疗量，研磨成粉，

生理盐水稀释，灌胃给药。

1.2.4 取材方法 给药第 28天禁食，次日实验动物麻醉，迅

速摘出双眼眼球，保留球后视神经约 2-4 cm。去除晶体，玻璃

体。部分眼球放于多聚甲醛中固定，用于 HE染色及免疫组化

指标测定；其余眼球放入液氮中保存，用于Western Blot检测。

1.2.5 检测指标 (1)常规检查：测量眼压（IOP）：购入实验 SD

大鼠时测定 IOP值，用于筛选合格实验动物（眼压在 10-21

mmHg范围内为合格）；模型复制前 1天进行 IOP测定保证各

组实验动物 IOP值统计学无差异。给药前一天和给药结束分别

进行 I0P测定。(2)病理形态学观察 HE染色：固定好的网膜组

织，经脱水，透明，包埋，切片完后置于二甲苯溶液中浸洗 2次，

每次 10 min，逐个浸泡梯度乙醇，每个浓度 1 min，苏木素染液

染色 10 min，盐酸乙醇分色 10 s，0.2%氨水 30 s返蓝。伊红染色

15 min，依次浸泡于梯度乙醇中，每个浓度 1 min，二甲苯浸泡 2

次，每次 10分钟。封片后镜下观察视网膜各层形态，并对 RGCs

进行计数。(3) 免疫组织化学法测定 Bax，Bcl-2和 P53蛋白表

达：切片经二甲苯脱蜡，用梯度乙醇脱去二甲苯，之后蒸馏水浸

泡 1 min，PBS冲洗 3 min，将切片浸入柠檬酸缓冲溶液中，放入

微波炉内加热，暴露抗原。滴加内源性过氧化物酶阻断剂孵育

10 min，PBS冲洗 3次，每次 3 min。滴加山羊血清孵育 10 min，

PBS冲洗 3次，每次 3 min。滴加一抗，37度孵育 90 min，PBS

冲洗 3次，每次 5 min。滴加二抗，37度孵育 30 min，PBS冲洗 3

次，每次 5 min，滴加 DAB溶液显色，孵育 5 min，镜下观察染色

情况。弃去显色液，自来水冲洗终止反应。(4)Western Blot法检

测 caspase-3、caspase-9蛋白表达：剪取眼球视网膜组织，匀浆，

离心，取上清夜，提取蛋白，制胶，灌胶，沸水浴煮沸 5 min。电

泳，转膜，起胶，切胶，转印，转印后 TBST摇床洗涤 2次，PVDF

膜浸入封闭液，一抗孵育，TBST洗涤，二抗孵育，TBST洗涤，

曝光。

1.3 统计学方法

采用 SPSS统计软件进行数据分析，采用方差分析或秩和

检验；计量资料以均数± 标准差（x± s）表示，（P＜0.05为差异

有统计学意义）。

2 结果

2.1 眼压

各组大鼠在实验前检测眼压，各组眼压均在 21 mmHg以

下，各级组间眼压无差异。模型复制后检测各组眼压，其中模型

组 1只大鼠角膜穿孔脱落；高剂量组及神经营养剂组各 1只大

鼠模型复制后眼压未达 24 mmHg；其余动物模型，眼压均＞

24 mmHg，且模型组、神经营养剂组、通窍明目高、中、低剂量各

组大鼠眼压值无明显差异。

2.2 各组大鼠视网膜 HE染色结果

空白组大鼠视网膜层次分明，各层细胞排列整齐、结构清

晰完整，神经节细胞数量较多，胞核边界清晰呈椭圆形。模型组

大鼠视网膜各层界限模糊，细胞排列疏松；神经节细胞数量稀

少少，神经元颗粒层，胞体分布不均；通窍明目 IV号各剂量组

视网膜层次分明，神经营养剂组和通窍明目 IV号高剂量组视

网膜结构清晰完整，神经节细胞数量较多。

2.3 通窍明目 IV号对青光眼大鼠视网膜 Bax，Bcl-2及 P53的

影响

与空白组对比，模型组视网膜 Bax与 p53阳性表达显著升

高，差异具有统计学意义（P<0.01）；与模型组比较，神经营养剂
组与通窍明目 IV号中、高剂量组视网膜 Bax与 p53蛋白的阳

性表达显著下降，差异具有统计学意义（P<0.01)。
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与空白组比较，模型组视网膜 Bcl-2阳性表达降，差异具

有统计学意义（P<0.01）；与模型组比较，神经营养剂组与通窍
明目 IV号低、中、高剂量组视网膜 Bcl-2的蛋白表达均有不同

程度的提高。（见 Table 1、Fig.2-4）。

图 1 光学显微镜下各组大鼠视网膜病理结构变化情况（HE染色，× 40）

Fig.1 The pathological changes of retina were observed under light microscope(HE staining，× 40)

Note: compared with control group △ P＜0.05, △ △ P＜0. 01; compared with model group *P<0.05, **P<0.01.

表 1 各组视网膜 Bax、Bcl-2与 P53表达水平（x± s）
Table 1 Each retina Bax, Bcl - 2 and P53 expression level（x± s）

Groups n Bax Bcl2 p53

control 6 0.24± 0.02** 0.27± 0.01** 0.13± 0.01**

Model 6 0.32± 0.02△ △ 0.15± 0.01△ △ 0.29± 0.01△ △

Neurotrophic agent 6 0.25± 0.01** 0.22± 0.01△ △ ** 0.18± 0.01△ △ **

High dose 6 0.26± 0.01△ ** 0.23± 0.01△ △ ** 0.18± 0.01△ △ **

Medium dose 6 0.28± 0.01△ △ ** 0.19± 0.01△ △ ** 0.24± 0.02△ △ **

Low dose 6 0.32± 0.02△ △ 0.17± 0.01△ △ 0.28± 0.01△ △

2.4 通窍明目 IV号对大鼠视网膜 caspase-3及 caspase-9蛋白

水平的影响

由 Table 2得知，通窍明目 IV号给药干预组青光眼模型大

鼠 caspase-3、caspase-9 的蛋白表达水平均高于空白组（P<0.
01）；与模型组比较，神经营养剂组与通窍明目 IV号低、中、高

剂量组大鼠视网膜 Caspase3及 caspase-9 表达水平明显下降

（P<0.01）；与低剂量组比较，通窍明目 IV号中、高剂量组 Cas-

pase3及 caspase-9表达量相对更低，差异具有统计学意义（均

P<0.05)；而通窍明目 IV号高剂量组 Caspase3及 caspase-9蛋

白表达量均低于低、中剂量组，组间差异具有统计学意义

（P<0.05)；神经营养剂组 Caspase3及 caspase-9表达水平与 IV

号高剂量组无显著性差异（P>0.05）（见表 2，Fig.5）。

3 讨论

高眼压是青光眼的主要危险因素，可直接损害视网膜神经

节细胞，但相当一部分患者其眼压水平正常，但视神经仍然受

损，然而文献也有报道，超过 90%的日本青光眼患者的眼压水

平是正常的[6]。所以，青光眼的治疗不能仅仅是单一的控制眼

压，还要在此基础上进行视神经的保护治疗，近年来中药对视

神经的保护作用越发突显优势。

3.1 方药选择依据

青光眼归属于中医眼科 "五风内障 "范畴，其中以 "青风

239窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.2 JAN.2022

图 2 各组大鼠视网膜 Bax免疫组化检测结果（× 40）

Fig.2 Results of retinal Bax immunohistochemistry in each group(× 40）

图 3 各组大鼠视网膜 Bcl-2免疫组化检测结果（× 40）

Fig.3 Results of retinal Bcl-2 immunohistochemistry in each group（× 40）

内障 ""绿风内障 "多见。《内经》"肝开窍于目 "中医认为只有

肝气的冲和条达，眼才能辨色视物。青光眼患者多因七情所犯，

导致肝气郁结，气血瘀滞，脉道阻塞，孙河教授[7]认为青光眼的

发生、发展与肝郁证密切相关，因此宜采用疏肝通窍明目之法。

通窍明目 IV号以该法立方，主要组成药物有柴胡、当归、牡丹

皮、葛根、郁金等。通窍明目 IV号君臣佐使配伍合宜，全方共奏

疏肝解郁，通窍明目之功。
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图 4 各组大鼠视网膜 p53免疫组化检测结果（× 40）

Fig.4 Results of retinal p53 immunohistochemistry in each group（× 40）

Note:compared with control group △ P＜0. 05, △ △ P＜0. 01; compared with model group *P<0.05, **P<0.01.

图 5 各组大鼠视网膜 Caspase-3、Caspase-9蛋白水平条带图

Fig.5 Banding map of Caspase-3 and caspase-9 protein levels in retina of

rats in each group

孙河教授课题组于 2002年开始系统的对通窍明目 IV号

做多方向的研究，已有临床观察证实通窍明目 4号对青光眼患

者的视野、视觉电活动、RNFL平均厚度、全身不适中医症状等

有改善，取得了满意的临床疗效[8-13]。动物实验结果[14]表明通窍

明目 IV号能减轻视网膜、视神经超微结构损伤。同时，后续实

验研究[15]还证明了通窍明目 IV号对可通过上调青光眼大鼠视

网膜MMP-9的表达来发挥保护作用。为完善通窍明目 IV号对

青光眼视神经保护的作用机制，本文从细胞凋亡机制进行印证。

3.2 探讨通窍明目 IV号对视网膜神经节细胞保护作用

前房注射复方卡波姆溶液可引起眼压长时间中度、稳步升

高[16]，本研究采用此法成功制备了青光眼大鼠模型。此方法简

便，容易操作，在模型成功复制 4周后，模型组大鼠依然保持较

高眼压，模型成功率较高。

青光眼的独立危险因素 -病理性高眼压所诱发的视神经

损伤，通常伴随视网膜神经节细胞的死亡[17]，故 RGCs凋亡被

认为是青光眼的重要病理标志。对实验小鼠视网膜节细胞的研

究有助于确定青光眼中轴突受损的位置，阐明视网膜继发性变

性和神经炎症的机制等[18]。

Bcl-2家族蛋白主要有三大类：抑凋亡蛋白亚家族,主要包

括 Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1等；促凋亡蛋白亚家族,包括 Bax、Bak

和 Bok等，以上两类蛋白含有 BH1、BH2、BH3、BH4四个功

能域；另一类促凋亡蛋白主要包括 Bid、Bim、Bad、Noxa 和

Group Caspase3/茁-Tubulin Caspase9/茁-Tubulin

Control 0.316± 0.065△ △ 0.294± 0.050△ △

Model 1.364± 0.105** 1.490± 0.043**

Neurotrophic agent 0.450± 0.035*△ △ 0.470± 0.024**△ △

High dose 0.485± 0.018**△ △ 0.483± 0.013**△ △

Medium dose 0.541± 0.039**△ △ 0.541± 0.016**△ △

Low dose 0.643± 0.049**△ △ 0.567± 0.043**△ △

表 2 各组大鼠视网膜凋亡蛋白 Caspase3、9的表达水平

Table 2 Each rat retinal apoptosis protein Caspase3, 9 expression level
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Puma等，这一类蛋白因其只含有 BH3结构域，也称为 BH3-only

亚家族[19]。

Bax/bcl-2诱导的调控途径则处于青光眼视网膜神经节细

胞凋亡的核心位置，其中上调 Bcl-2的表达能有效提高神经节

细胞的存活率发挥抗凋亡的作用[20]。本研究结果显示：模型组

视网膜 Bcl-2阳性表达低于空白组，两组间有显著性差异（P<0.
01），说明高眼压情况下，视网膜中 Bcl-2表达受到明显抑制；

与模型组比较，神经营养剂组与通窍明目 IV号各剂量组，视网

膜 Bcl-2阳性表达升高；神经营养剂组和通窍明目 IV号高、中

剂量组与模型组比较，有显著性差异（P<0.01），说明通过神经
营养剂组或通窍明目 IV号干预，可以显著提高视网膜中 Bcl-2

阳性表达。Bcl-2具有抑制凋亡的作用，通过抑制细胞色素 C释

放、下调细胞内 Ca2+水平，抑制星形胶质细胞活化等方式发挥

作用，Bcl-2 高表达时，Bax /Bax 二聚体解离形成更稳定的

Bcl-2 /Bax异二聚体，可抵消其诱导凋亡作用 [21]。不仅如此，

Bcl-2还能通过抑制的线粒体 pH酸化引起 caspase-3、caspase-9

活性的激活，说明抗凋亡蛋白 Bcl-2可通过 Caspase-9和 Cas-

pase-3依赖性途径调节细胞凋亡[22,23]。因此推测通窍明目 IV号

能够通过提高 Bcl-2阳性表达，从而发挥抗凋亡作用。

正常环境下，视网膜中 Bcl-2和 Bax两种蛋白处于相对稳

定的表达数量，从而能够维持神经节细胞的稳定，当某些诱因

出现，如眼压升高，Bax蛋白破坏了神经节细胞内的稳态，出现

胞内高表达[21]。本研究结果显示：与空白对照组对比，模型组大

鼠视网膜 Bax阳性表达显著升高，组间比较，有显著性差异

（P<0.01），验证了高眼压情况下，青光眼大鼠视网膜中 Bax表

达明显升高；与模型组比较，神经营养剂组和通窍明目 IV号

高、中剂量组视网膜 Bax蛋白的表达显著下降，组间比较，有显

著性差异（P<0.01)。说明通过神经营养剂组或通窍明目 IV号

干预，可以显著抑制视网膜中 Bax阳性表达。Bax能促进细胞

色素 c的释放，如释放到细胞质，细胞色素 c能够结合细胞凋

亡诱导因子 -1(Apaf-1)和 procaspase-9，形成凋亡体。凋亡体能促

进 procaspase-9的剪切，以激活 caspase-9，随后激活 caspases-3，

引发一系列的 caspase激活[24]。因此推测通窍明目 IV号能够通

过抑制 Bax阳性表达，抑制凋亡体的形成 ，从而发挥抗凋亡

作用。

此外，由多种因素介导激活的 p53蛋白在缺氧介导的线粒

体凋亡通路激活中也起着重要作用。在低氧应激 1小时内，大

约 2%的激活 p53定位于线粒体并诱导细胞凋亡。这种 p53反

应引发了线粒体膜电位变化、细胞色素 c释放和 procaspase-3

的激活 [25]。本研究结果显示：p53与 Bax的表达呈正相关，与

Bcl-2 表达呈负相关，当高眼压使视神经受损时，通过上调

p53蛋白表达，诱导细胞发生凋亡，通过神经营养剂组或通窍

明目 IV号干预后，显著抑制视网膜 p53的蛋白表达，从而减轻

Bax与 caspase9的激活，保护 RGCs的存活率。

Caspase家族成员与青光眼视网膜神经节细胞的凋亡联系

紧密，其诱导的细胞凋亡均参与了视神经退行性病变、青光眼

的发生发展 [26]。Caspase家族主要有三种亚型（I型、II型、III

型），三者功能分别是细胞凋亡始动者、执行者、以及炎症介质

反应的调节者，其中 caspase9属于上述第一种，而 caspase3属

于上述第二种[27]。本研究结果显示：与空白组比较，模型组大鼠

caspase-3、caspase-9的阳性表达水平增高，组间比较，有显著性

差异（P<0.01）；说明高眼压情况下，视网膜中 caspase-3、cas-

pase-9的蛋白表达水平明显升高；与模型组比较，神经营养剂

组与通窍明目 IV 号各剂量组大鼠视网膜 Caspase3 及 cas-

pase-9表达水平明显下降，组间比较，有显著性差异（P<0.01）。
说明通过神经营养剂组或通窍明目 IV号干预，可以显著降低

视网膜中 caspase-3、caspase-9阳性表达。因此推测，神经营养

剂组或通窍明目 IV 号可通过抑制凋亡蛋白 caspase-3、cas-

pase-9延缓视神经细胞损失，保护青光眼导致的视损伤。

青光眼病理损伤中凋亡机制的研究，一直是眼科界的热点

方向，多项研究表明中药有效成分或单味中药提取物通过对

Bax、Bcl-2、Caspase-3等的调控参与了青光眼视神经保护，如李

银鑫等[28]将喂养 38周龄自动成模的 DBA/2J小鼠作为研究对

象，应用青光安 II号有效成分低、中、高剂量组作为干预收到，

研究发现三组均可降低模型小鼠的 Caspase-3蛋白的表达，抑

制其活性，其中高剂量组效果最明显。杜红彦等[29]研究认为高

眼压模型组中 Bax 和 Caspase-3 蛋白表达量均显著增加，而

Bcl-2蛋白表达量显著降低，差异均有统计学意义，给予高眼压

大鼠腹腔注射川芎嗪后发现，单味中药有效成分川芎嗪能抑制

模型大鼠视网膜神经节细胞的 Bax、Caspase-3蛋白表达。

本研究应用了以疏肝通窍立法的通窍明目 IV号作为研究

药物，该方为复方制剂，具有中药复方的多靶点特点，本研究的

创新性的证实了该药对细胞凋亡的内部（即以线粒体作为核心

成分去激活细胞凋亡）途径的部分影响机制，对线粒体凋亡上

游及下游指标进行了较为全面的检测，包括线粒体上游的 P53,

BCL-2,Bax，以及线粒体细胞下游凋亡启动者 Caspase-9、凋亡

执行者 Caspase-3。

综上所述，推测通窍明目 IV号，可能通过下调视网膜神经

节细胞促凋亡因子 Bax、p53 的含量表达，促进抗凋亡因子

Bcl-2的表达水平升高，继而抑制 caspase-9和 caspase-3的表

达，从而抑制视神经节细胞凋亡的发生，有效改善青光眼大鼠

的视神经损伤程度，从而对视神经起到保护作用。此外，研究证

实：通窍明目 IV号高、中、低剂量组视网膜 Bax、Bcl-2、P53、

Caspase-3、Caspase-9阳性表达均呈现明显组间差异，说明不同

剂量通窍明目 IV号对视网膜凋亡相关蛋白表达影响存在一定

程度的量效关系。但本研究仍存在不足，如通窍明目 IV号通过

何种途径抑制 Caspase-9的表达、细胞线粒体内部发生怎样的

改变，这些问题需在以后的实验中进行探讨研究。
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