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·基础研究·
过表达 SCD1对人骨髓间充质干细胞成内皮分化的影响

以及全基因组表达谱变化研究 *
王 耀 1 张云鹏 1 杜 琳 1 周孜辉 1 陆元善 2 陶 杰 1△
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摘要目的：探讨过表达固醇辅酶 A去饱和酶 1（SCD1）对人骨髓间充质干细胞（BM-MSCs）成内皮作用的影响，并通过基因芯片及

智能通路（IPA）分析系统研究全基因组表达谱变化。方法：利用已构建成功的 SCD1慢病毒转染 BM-MSCs，采用 RT-PCR及 C14

技术检测 SCD1在 BM-MSCs中过表达情况及其活性。内皮诱导培养 BM-MSCs后，采用 RT-PCR技术检测 CD31、vWF及 CDH5

等相关内皮指标，进一步运用全基因芯片检测 SCD1过表达对 BM-MSCs成内皮分化表达谱的影响。结果：BM-MSCs成功过表达

SCD1并保持高活性。内皮诱导培养 7天时，过表达组的内皮指标 CD31、vWF mRNA高于对照组（p<0.05）、14天时过表达组的
CD31、vWF及 CDH5 mRNA均高于对照组（p<0.05）。基因芯片结果显示 SCD1改变 BM-MSCs内皮分化表达谱，共有 522个差异

基因被检测出。IPA结果显示 Nrf2通路及细胞分化功能的表达差异显著（p<0.05）。结论：SCD1过表达可以促进 BM-MSCs的成

内皮分化，可能通过降低细胞氧化应激、提高细胞增殖分化能力实现。SCD1这种抗氧化作用可能为内皮功能修复及心血管疾病

治疗提供潜在的策略，值得深入研究。
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Effect of SCD1 Overexpression on the Endothelial Differentiation
Function of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells

and Differential Gene Expression Profile*

Explored the effect of Stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) overexpression on the endothelial differentiation

function of human bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) and genes expression profile, through the gene chip and intelligent

pathway analysis system (IPA). Used the SCD1 lentivirus which had been successfully built to transfect BM-MSCs. Performed

RT-PCR to detect the expression of SCD1 and used ratio of ([14C] oleic acid)/ ([14C] oleic and stearic acids) to detected the activity of

SCD1. After endothelial induction culture, used RT-PCR to detect the endothelial index including CD31, vWF and CDH5. Gene

microarray was performed and used the Ingenuity Pathway Analysis (IPA) system to analyze the differential gene expression profile of

the BM-MSCs modulated by SCD1 overexpression. SCD1 was stably overexpressed in BM-MSCs and maintained a highly

activity. After 7 days of endothelial induction culture, CD31 and vWF mRNA of overexpression group were higher than that of the

control group (p < 0.05), and CD31, vWF and CDH5 mRNA of overexpression group were higher than that of the control group after 14

days (p < 0.05). The microarray showed there are total 522 differential expression genes and IPA results show that the genes of NRF2

pathway and the genes of Cell Differentiation Function were significantly differential expression genes (p < 0.05). SCD1

expression can promote the endothelial differentiation of BM-MSCs, probably by reducing the cell oxidative stress and improving the

ability of cell proliferation differentiation. This effect of SCD1 may provide the potential strategy for the endothelial function repair and

cardiovascular diseases treatment, which is worth further study.
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Genes Primer Sequences

SCD1 upstream primer 5’-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3’

downstream primer 5’-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3’

茁-actin upstream primer 5’-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3’

downstream primer 5’-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3’

表 1 SCD1及内参基因 β -actin的引物序列

Table 1 Primer sequences of SCD1 and β -actin

前言

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells，

BM-MSCs）是一种容易获得、应用潜力巨大的干细胞，可以分

化成多种组织，如软骨、骨、脂肪及肌肉等[1]。我们之前的研究发

现骨髓间充质干细胞在体外可以化成为血管内皮细胞，并表达

成熟内皮样标志物（von Willebrand factor，vWF）及 CD31[2]。这

一发现使得骨髓间充质干细胞细胞在内皮修复、组织移植等方

面有进一步研究的价值。许多疾病例如心血管疾病与内皮损伤

有关，内皮损伤在这些疾病的发生发展中起着促进作用。利用

骨髓间充质干细胞具有分化成内皮细胞这一能力，寻找补充内

皮细胞及修复内皮功能新途径，对治疗内皮损伤相关疾病具有

重要意义。

固醇辅酶 A去饱和酶 1（Stearoyl-CoA desaturase 1，SCD1）

是一种存在于内质网的内膜蛋白，在脂质代谢中起着关键作用
[3]。SCD1可将饱和脂肪酸分解为不饱和脂肪酸，这一酶促反应

在机体的不饱和脂肪酸储备中起到重要作用[4]。研究表明，在健

康人体内，内皮功能和饱和脂肪酸成负相关，过量的饱和脂肪

酸会损害内皮功能[5]。饱和脂肪酸及其氧化代谢产物会减少内

皮保护性物质如高密度脂蛋白（high-density lipoprotein，HDL）

的含量，而 HDL在保护内皮细胞功能中起重要作用[6]。同时，氧

化代谢产物会激活抗氧化通路，虽然这些通路的激活可以起到

保护细胞避免氧化损伤的作用，但同时影响并抑制了细胞的增

殖分化[7]。SCD1可能通过分解饱和脂肪，降低饱和脂肪酸及其

氧化产物来促进及保护 BM-MSCs的内皮分化，进而保护内皮

功能。然而，目前 SCD1过表达对 BM-MSCs成内皮分化的影

响及可能的机制尚未见文献报道。本实验采用慢病毒转染技

术，使 BM-MSCs稳定过表达 SCD1，以研究过表达 SCD1对

BM-MSCs成内皮作用的影响，并通过基因芯片及智能通路分

析系统（Ingenuity Pathway Analysis，IPA）分析过表达前后

BM-MSCs 基因表达差异，以进一步研究 SCD1 基因对

BM-MSCs细胞功能的影响及有关机制。

1 材料及方法

1.1 材料

人骨髓间充质干细胞 BM-MSCs由上海市第一人民医院

提供；胎牛血清购自 Ausbian公司；DMEM及胰酶购自 Corning

公司；Trizol、oligo dT购自上海普飞公司；氯仿、酒精（浓度为

75%）及逆转录试剂盒购自 promega公司；抗人 vWF、CD31及

CDH5抗体购自英国 ABCAM公司；人 IgG的二抗购自 Santa

Cruz公司；SYBR Green PCR Master Mixture购自 TAKARA公

司；流式法细胞检测试剂盒购自 Bender公司；荧光显微镜购自

奥林帕斯；流式细胞仪、RT-PCR仪器购自 Roche 公司；Nan-

odrop 2000分光光度计购自 Thremo公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 细胞冻存管迅速从液氮罐取出后放入 37水

浴中解冻，解冻过程中可轻轻晃动加快解冻。按 1300 rpm，3

min离心完全解冻后的细胞，并除上清。加入 1 mL含有 15%胎

牛血清、DMEM培养基及 1%PS的完全培养基后，将细胞接种

至 6 cm培养皿中，培养皿中预先加入 3 mL完全培养基。37

℃、5% CO2条件下培养，每 24 h更换培养液，定期观察细胞状

态，取培养 2~3天生长旺盛的细胞进行后续实验。所有操作均

按细胞培养操作要求，在生物安全柜中进行。

1.2.2 慢病毒转染 慢病毒系统（pCDH-SCD1，psPAX2 and

pMD）在我们之前的实验中已成功构建，构建方法见前实验[8]。

用慢病毒系统转染 293T细胞，48h培养后收集病毒上清液。超

离心分离纯化病毒浓缩液，测定病毒滴度。胰酶消化处于对数

生长期的 BM-MSCs，按 3-5× 104个 /mL制成细胞悬液，接种

至 6 cm培养皿中，铺板量达 15-30%左右时进行感染。更换原

培养基为感染培养基（Polybrene，8 滋g/mL），并加入 4 mL病毒

上清液。感染 48 h后，流式细胞仪检测 GFP阳性细胞。

1.2.3 SCD1 表达及活性 Trizol 法从 BM-MSCs 中抽提总

RNA。DNase I处理 RNA。逆转录酶及引物合成第一级 cDNA。

SCD1 及内参 茁-actin 引物序列如表 1 所示。RT-PCR 检测

SCD1表达情况。通过测量 C14硬脂酸 /C14油酸的转化率来检

测 SCD1的活性。培养皿加入 3 滋L C14硬脂酸，轻轻晃匀后置

于 37℃、5% CO2培养箱培养 6小时，收集细胞后按布莱戴尔

方法提取总脂质[9]。皂化、脂化脂质后，通过 RP-HPLC技术分离

并检测 C14油酸含量。C14硬脂酸 /C14油酸的转化率即表示了

SCD1的活性[10]。

1.2.4 内皮诱导培养 将稳定过表达 SCD1的骨髓间充质干

细胞种至含有 3 mL完全培养基（15%胎牛血清 +DMEM培养

基 +1%PS）的 6 cm培养皿中，轻轻晃匀后置于 37℃、5% CO2培

养箱。24 h后加入内皮诱导培养液（DMEM+10%FBS+低浓度

葡萄糖）继续培养，每日更换培养液。于 7天、14天时RT-PCR

检测内皮指标 CD31、vWF及 CDH5 mRNA表达情况。

1.2.5 Real-Time PCR检测 细胞收集后采用 Trizol法进行裂

解提取总 RNA，RNA反转录合成 cDNA，实验操作依据按照上

海普飞公司提供的实验手册。通过采用双链 DNA染料试剂

（SYBR Green PCR Master Mixture）进行实时荧光定量 PCR，对

SCD1、vWF、CD31及 CDH5基因表达进行检测，其引物序列及

内参引物序列如表 2所示。反应在 96孔板中进行，扩增反应采
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图 1 SCD1慢病毒转染 BM-MSCs的荧光染色和流式细胞检测结果

Fig.1 Fluorescence staining and flow cytometry results of transfection of BM-MSCs with SCD1-lentivirus

Genes Primer Sequences

CDH5 upstream primer 5′ -AAGCGTGAGTCGCAAGAATG-3′

downstream primer 5′ -TCTCCAGGTTTTCGCCAGTG-3′

vWF upstream primer 5′ -TTGGTCACATCTTCACATTC-3′

downstream primer 5′ -ATTCAGCAAACAGTGGTAAG-3′

CD31 upstream primer 5′ -GGACTGGCCCTGTCACGTT-3′

downstream primer 5′ -TTGTTCATGGTGCCAAAACACT-3′

GAPDH upstream primer 5′ -TGACTTCAACAGCGACACCCA-3′

downstream primer 5′ -CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3′

表 2 CDH5、vWF、CD31及内参基因 GAPDH的引物序列

Table 2 Primer sequences of CDH5, vWF, CD31 and GAPDH

用 3复孔。Ct值之差(△ Ct=目标基因 Ct值 -内参基因 Ct值) 反映目标基因表达的差异。

1.2.6 基因芯片检测及数据分析 总 RNA 样品通过 Nan-

odrop 2000 及 Agilent 2100 分析质检后，制备 aRNA。按照

Affymetrix基因表达谱芯片操作手册，合成 cDNA、双链 DNA

模板及带生物素标记的 aRNA，并将 aRNA进行纯化，然后将

其片段化后与芯片探针杂交，杂交完成后，对芯片进行洗染，最

后扫描得到图片和原始数据。芯片扫描图像通过 Agilent图像

提取软件进行点阵分析。利用 GeneSpring GX软件（版本 11.5）

对获取的探针荧光强度数据进行均一化处理后计算基因的表

达差异倍数，筛选出表达差异绝对值大于 1.5倍的基因。利用

IPA软件（www.ingenuity.com）对芯片数据进行智能分析，包括

经典通路分析及疾病与功能分析等。所有基因芯片数据已上传

NCBI的 GEO数据库，数据编号 GSE106596 (https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE106596)。

1.3 统计学分析

所有实验重复 6次，所有数据均以均数± 标准差（x± SD）

表示，数据通过 SPSS 18.0软件进行分析处理。SCD1表达及活

性采用方差分析，内皮指标各组间的比较采用 t检验，以 p<
0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 慢病毒成功介导 SCD1在 BM-MSCs中的过表达

利用已构建成功的 SCD1慢病毒转染 BM-MSCs，荧光染

色（图 1A，B）及流式细胞检测结果（图 1C）显示慢病毒转染有

效，转染率达 88.3%。

利用 RT-PCR 技术检测 BM-MSCs 中 SCD1 的过表达情

况，结果显示与空载组相比，感染 SCD1慢病毒的 BM-MSCs

中 SCD1 mRNA表达明显上调（图 2A，p<0.05）。

利用及 C14技术检测转染后 BM-MSCs中 SCD1 的活性

情况，结果显示与空载组相比，转染后的 BM-MSCs的 SCD1

活性明显增高（图 2B，p<0.05）。
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图 2过表达组与空载组 SCD1表达及 SCD1活性情况

Fig.2 Comparison of the SCD1 expression and the SCD1 activity between SCD1 overexpression group and control group

Note: Data are expressed as x± SD, n=6. *P< 0.05, compared with control group (EV group).

图 3过表达组与空载组内皮诱导培养 7天、14天 vWF、CD31及 CDH5 mRNA表达情况

Fig.3 Comparison of the vWF, CD31 and CDH5 mRNA expression between SCD1 overexpression group and control group after endothelial induction

culture for 7 days and 14 days

Note: Data are expressed as x± SD, n=6. *P< 0.05, **P< 0.01, compared with control group (EV group).

2.2 SCD1过表达促进 BM-MSCs成内皮分化

通过 RT-PCR 技术测定成熟内皮特异性标志物 vWF、

CD31 及 CDH5 的 mRNA 含量，检测 BM-MSCs 在过表达

SCD1后，成内皮分化功能的改变。RT-PCR显示，内皮诱导培

养 1周时，过表达组的 vWF mRNA及 CD31 mRNA量高于对

照组（图 3A，图 3B，p<0.05）；2周时，vWF mRNA、CD31 mR-

NA及 CDH5 mRNA量均高于对照组（图 3D，图 3E，图 3F，p<
0.05）。

2.3 基因表达谱的改变

为了进一步探究 SCD1 过表达对 BM-MSCs成内皮分化

的影响及机制，本实验利用基因芯片技术检测内皮诱导分化下

的 BM-MSCs细胞在过表达 SCD1前后的基因表达差异。差异

基因的检测结果如图 4所示，与对照组相比，BM-MSCs在过表

SCD1后基因表达差异在 1.5倍以上的基因共有 522个，其中

上调基因 189个和下调基因 333个。表达差异 3倍以上的基因

共有 12个，其中上调基因 2个和下调基因 10个。

2.4 差异基因的经典通路分析

为了进一步探究 SCD1 过表达对 BM-MSCs基因表达的

影响，运用 IPA系统对差异基因进行经典通路分析。IPA系统

对差异基因在经典通路的富集度进行分析，并采用 -log(P-val-

ue)反映在经典通路方面差异的显著性。经典通路分析提示这

些差异表达基因主要参与了 NFR2通路等重要的生物学功能

（图 5A）。

2.5 差异基因的疾病与功能分析

为了进一步探究 SCD1 过表达对 BM-MSCs基因表达的

影响，运用 IPA系统对差异基因进行疾病与功能分析。IPA系

统对差异基因在疾病与功能中的富集度进行分析，并采用 -log

(P-value)反映在疾病与功能方面差异表达的显著性。疾病与功

能分析提示差异表达基因主要参与了细胞分化等重要的生物

学功能（图 5B）。

3 讨论

骨髓间充质干细胞（BM-MSCs）是一种常见的干细胞，可

以从骨髓、脂肪组织、胎盘等多种组织中分离得到[11]。作为一种

多能干细胞，BM-MSCs已被证实在不同的培养环境下可以分

化成为多种细胞，如骨细胞、脂肪细胞及其他相关细胞 [1]。

BM-MSCs起源于骨髓集落祖细胞，一种具有向MSCs和 ECs

分化潜能的细胞[12]。研究发现，在体外 BM-MSCs具有分化成为

内皮细胞的潜能，并表达成熟内皮细胞特异性标志如 vWF、

CD31 [2]。此外，BM-MSCs被证实可以生成支持造血基质的物

质，有助于造血干细胞龛和血管壁的形成[13]。多种证据表明，骨

髓间充质干细胞在内皮细胞分化、修复内皮功能上具有巨大的

2404窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.13 JUL.2018

图 4差异基因检测结果

注：火山图（A）展示了差异基因分布情况，其中红色表示差异倍数＞1.5且 P约0.05的所有基因；散点图（B）展示了差异基因的上调与下调，和对照
组相比，上方绿线以上为实验组上调基因数，下方绿线以下为下调基因数；类聚图（C）展示了实验组和对照组所有样本和差异基因在表达值层面

的聚集情况。

Fig. 4 Results of differential gene detection

Note: The volcano map (A) shows the distribution of different genes and red indicates all genes that Fold Change > 1.5 and P < 0.05. scatter (B) shows all
the up or down regulated genes. Compared with the control group, above the above green line are the number of up-regulated genes of experimental group,

and under the following green line are the number of down-regulated genes. Clustering diagram (C) shows the the aggregation of all samples and different

genes of the overexpression group and the control group in expression value level.

图 5差异基因的 IPA经典通路及疾病与功能分析

注：纵坐标代表富集程度，A横坐标为经典通路分析中富集程度前五的通路，B横坐标为疾病与功能分析中富集程度前五的疾病与功能，蓝色柱

表示差异基因被激活，黄色柱表示差异基因为抑制，|Z-score|>2表示通路或功能被强烈激活或抑制。

Fig.5 IPA analysis of classical pathways and Disease and Function

Note: The ordinate represents the degree of enrichment, A horizontal represents the top five pathways of the classical pathway analysis, B horizontal

represents the top five functions of the disease and function analysis. The blue column means genes were activated and the yellow column means genes

were suppressed. | Z - score | > 2 means the pathways or function were strongly activated or inhibited.

潜能，值得深入研究。

SCD1是一种存在于内质网的脂肪酸转化酶，可将饱和脂

肪酸转化为不饱和脂肪酸。饱和脂肪酸及其氧化代谢产物与内

皮功能及心血管疾病有着密切关系[14]。高饱和脂肪酸饮食会加

速动脉粥样硬化的形成，增加心血管疾病的发病率，相反，摄入

高不饱和脂肪酸会对内皮提供保护性作用[15]。饱和脂肪酸的聚

集减少了高密度脂蛋白的抗氧化活性，进而损伤内皮功能，而

不饱和脂肪酸则相反，研究表明，不饱和脂肪酸有益于保护及

修复内皮功能[16]。

SCD1已被证实在细胞生物代谢中起着关键性的作用，由

SCD1酶促生成的不饱和脂肪酸，包括棕榈油酸和油酸，是参与

合成甘油三酯、胆固醇酯及磷脂的关键底物[17]。当不饱和脂肪
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酸减少或饱和脂肪酸增多时，SCD1表达增加，以满足细胞的正

常代谢。我们之前的研究发现，SCD1的改变对 BM-MSCs的细

胞分化具有一定的影响。在体外成骨诱导下，过表达 SCD1可

以促进MSCs的成骨作用[8]。

我们猜想，在内皮诱导下，SCD1是否也会对 BM-MSCs的

成内皮作用产生一定的影响。在这个实验中，我们用 SCD1慢

病毒转染 BM-MSCs，并在内皮诱导下培养 BM-MSCs。如

RT-PCR结果所示，过表达 SCD1后的 BM-MSCs的内皮分化

能力得到明显增强，而基因芯片及通路分析结果显示，过表达

SCD1对MSCs的基因表达产生了一定的影响，主要表现在提

高了细胞抗氧化及分化能力。

智能通路分析系统分析结果中的通路分析显示，NRF2通

路相关基因在过表达 SCD1 后表达差异最大，且显著下调。

Nrf2是和抗氧化相关的一条通路，当体内氧自由基或其它有害

物质增多时，该通路被激活[18]。该通路激活后促进细胞合成抗

氧化物质如谷胱甘肽转移酶等，以结合氧自由基等有害物质并

修复氧自由基等造成的细胞损伤 [19]。Nrf2和内皮功能密切相

关。内皮损伤常由于内皮细胞氧化应激造成，而 NRF2的抗氧

化作用对于保护内皮至关重要。当保护不足以修复损伤，平衡

被打破，内皮功能受损，进而导致粥样硬化等心血管疾病的发

生 [20]。有趣的是，实验中我们发现，当过表达 SCD1 后，

BM-MSC细胞的 NRF2相关基因及通路被显著的下调，但过表

达组的内皮表达却强于对照组。我们推测，这是由于 SCD1分

解了饱和脂肪酸，减少了饱和脂肪酸及其氧化代谢产物等氧自

由基的产生。氧自由基减少导致抗氧化的基因及通路被负反馈

调节，即 NRF2的表达降低。SCD1缓解了 NRF2的压力，使得

细胞由专注修复损伤转向专注增殖分化，提高了细胞的抗氧化

能力。

研究表明，高脂环境可以导致内皮的损伤[16]。作为 SCD1

的主要底物，饱和脂肪酸在心血管疾病中起主要作用，而不饱

和脂肪酸则可以预防心血管疾病。饱和脂肪酸可以导致低密度

脂蛋白水平增加，而低密度脂蛋白是心血管疾病的主要危险因

素之一[21]。作为饱和脂肪酸中的一种，棕榈酸已被证实可促进

心血管疾病的发生[22]，其可以通过 Toll样受体 4介导激活细胞

衰老和炎症，增加线粒体氧自由基负荷，导致线粒体损伤，进而

导致内皮细胞损伤[23]。SCD1作为促进饱和脂肪酸向不饱和脂

肪酸转化的酶，可能通过减少 BM-MSCs细胞中的饱和脂肪酸

含量，减少了细胞的氧化损伤，进而促进其内皮分化。

智能通路分析系统分析结果中的疾病与功能分析显示，细

胞分化及增殖功能相关的基因在过表达 SCD1后表达差异最

大，且显著上调。SCD1很可能通过调节细胞分化及细胞周期导

致 BM-MSCs内皮分化增加。SCD1除了在脂质代谢中起重要

作用外，其在细胞增殖分化中的作用已被越来越多的研究所证

实。研究表明，SCD1在许多肿瘤的增殖和生存中起到重要的调

节作用[24]，靶向抑制 SCD1基因，可以抑制癌细胞增殖[25]。在癌

细胞的研究中发现，当 SCD1活性被阻断时，癌细胞增殖被停

滞在 G1期[26]。有研究证实细胞周期中相关分子的调控依赖于

不饱和脂肪酸的合成，SCD1 可通过调节细胞周期蛋白 D1、

CDK6的水平调控细胞周期的进展，而 D1、CDK6蛋白的表达

及相互作用在 G1/S期中有着重要作用[27]。SCD1可能通过调节

细胞周期及细胞分化能力，调节 BM-MSCs的细胞增值与分

化，进而促进 BM-MSCs的内皮表达。BM-MSCs的细胞周期及

分化调节是否直接受 SCD1 基因的调控以及 SCD1 在

BM-MSCs细胞周期中的具体作用机制仍需深入的实验。

综上所述，过表达 SCD1改变了骨髓间充质干细胞内皮诱

导时的表达谱，这些差异基因可能通过参与 NRF2信号通路、

细胞增殖分化等相关基因表达促进了骨髓间充质干细胞的成

内皮分化功能。SCD1对 BM-MSCs成内皮分化的促进作用可

能为内皮功能修复及心血管疾病治疗提供新的思路及方法。

4 结论

慢病毒成功介导了 SCD1在骨髓间充质干细胞中的过表

达，SCD1过表达可以显著增强骨髓间充质干细胞的成内皮分

化。基因芯片检测了 SCD1过表达对骨髓间充质干细胞内皮诱

导下的表达谱影响，共有 522个表达差异基因，差异基因主要

参与了 NRF2信号通路、细胞增殖分化等重要的生物学功能。

SCD1可能通过降低细胞氧化应激、提高细胞增殖分化能力促

进骨髓间充质干细胞的成内皮分化，这一促进作用可能为心血

管疾病治疗提供新的思路及方法。
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