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摘要　大豆ＰＭ２蛋白属 ＬＥＡ３（ｌａｔｅｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓａｂｕｎｄａｎｔｇｒｏｕｐ３）蛋白。本实验以含大豆

ＰＭ２基因的重组载体ｐＥＴ２８ａ／ＰＭ２为模板，ＰＣＲ法构建酵母表达载体ｐＹＥＳ２／ＰＭ２，并转化酵母

细胞得到重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果表明，ＩＮＶ／ＰＭ２重组菌可被诱导表达分子量

约为５０ｋＤａ的蛋白条带，与目的蛋白的理论分子量（５０ｋＤａ）接近。利用液相色谱－电喷雾质谱对

酵母重组子表达的重组蛋白进行分析鉴定。分别测定未转基因重组菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２和转犘犕２基

因的重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２在无胁迫、和含１．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２ｍｏｌ／Ｌ山梨糖培养基中的生长曲线。结

果表明大豆ＰＭ２蛋白的表达对酵母正常生长没有影响。在含高盐的培养基里，转犘犕２基因酵母

ＩＮＶ／ＰＭ２的延滞期短于对照菌。这表明ＰＭ２蛋白的表达可以提高酵母细胞的耐盐能力。但是

在含山梨糖的高渗培养基里，两种菌的生长情况无明显差异。
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ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＩＮＶ／ＰＭ２ａｎｄＩＮＶ／ｐＹＥＳ２．

犓犲狔狑狅狉犱狊　Ｓｏｙｂｅａｎ；ＬＥＡ３ｐｒｏｔｅｉｎ；ＰＭ２ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅ；Ｙｅａｓｔ

　　ＬＥＡ蛋白是与植物抗逆反应相关的一类重要蛋

白质。它可在发育的植物种子、花粉粒和失水的营养

组织内大量表达积累，并可受干旱、高盐、冷冻和外源

ＡＢＡ的诱导表达
［１］。此外，在某些藻类［２］、原核生

物［３］、线虫［４］和摇蚊［５］中也发现有ＬＥＡ类似蛋白。

根据ＬＥＡ蛋白的序列特点，可将其分为５～７组。

其中ＬＥＡ３蛋白具有高保守的１１－氨基酸重复序列

（ＴＡＱＡＡＫＥＫＡＧＥ）。ＬＥＡ３蛋白具有良好的热稳定

性和可溶性［６，７］。关于ＬＥＡ３蛋白对细胞的抗逆保护

作用已取得一些研究进展［７］。如，Ｘｕ等和Ｓｉｖａｍａｎｉ等

证明了将大麦犎犞犃１基因（犾犲犪３）转化水稻和小麦，转基

因水稻和小麦的耐盐性得到了提高［８，９］。Ｚｈａｎｇ等和俞

嘉宁等利用酵母表达体系，证明了大麦犎犞犃１基因和

小麦犜犪犔犈犃２和犜犪犔犈犃３基因（犾犲犪３）的表达可以提高

重组酵母的耐ＮａＣｌ和ＫＣｌ能力
［１０，１１］。本课题组的兰

英等和刘昀等证明大豆ＰＭ３０和ＰＭ２蛋白（均为

ＬＥＡ３蛋白）的表达在提高大肠杆菌对高ＮａＣｌ和ＫＣｌ

耐受性的直接贡献［１２，１３］。在离体条件下，Ｈｏｎｊｏｈ等和

Ｇｏｙａｌ等证明小球藻（犆犺犾狅狉犲犾犾犪狏狌犾犵犪狉犻狊）ＨＩＣ６、ＨＩＣ１２

蛋白和线虫 ＡａｖＬＥＡ１蛋白对ＬＤＨ 酶具有保护作

用［１４，１５］。上述研究结果为前人提出的“ＬＥＡ３蛋白在高

等生物、单细胞真核生物和原核细胞中可能有着类似

的耐盐保护机制”假说提供了实验证据［１６，１７］。但ＬＥＡ３

蛋白参与细胞抗盐和抗胁迫机制并不清楚。

大豆 ＰＭ２（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ：Ｍ８０６６４）蛋白为

ＬＥＡ３蛋白。其序列中不仅有保守的６拷贝１１－氨

基酸基元序列（第３０４～３９８氨基酸），也有着２２－

氨基酸基元序列 （第 １２９～２６０ 氨基酸，ＶＮＫ

ＭＧＥＹＫＤＹＡＡＥＫＡＫＥＧＫＤＡＴ
［１８］。刘昀等首次

报告了大豆ＰＭ２蛋白及６拷贝的２２－氨基酸序列

可提高大肠杆菌重组菌［１３］和转基因烟草对高盐的

耐受性［１９］。但大豆ＰＭ２蛋白表达是否可提高酵母

细胞的耐盐性还不清楚。

本文构建了酵母表达载体ｐＹＥＳ２／ＰＭ２，转化

酵母细胞。通过比较转空载体和转大豆犘犕２基因

重组酵母子在１．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和２ｍｏｌ／Ｌ山梨糖

培养基中的生长曲线。确定了大豆ＰＭ２蛋白的表

达可赋予酵母重组子对高盐的耐受性。

１　材料与方法

１．１　材料

植物材料为大豆白农６号。由吉林省白城市农

业科学研究所提供。

从开花３０～４５ｄ的未成熟大豆种子中提取总

ＲＮＡ，反转录得到ｃＤＮＡ。利用ＰＣＲ扩增法获得大

豆 犘犕２ 基 因 的 ｃＤＮＡ。以 此 构 建 重 组 质 粒

ｐＥＴ２８ａ／ＰＭ２
［１３］。大肠杆菌ＴＯＰ１０菌株为本实验

室保存。穿梭载体ｐＹＥＳ２及其宿主酵母菌ＩＮ

ＶＳＣ１购于Ｉｎｖｉｒｔｒｏｇｅｎ公司。

Ｔａｑ酶、ＤＮＡ快速回收试剂盒、限制性内切酶、

Ｔ４ＤＮＡ连接酶等购自大连ＴａＫａＲａ生物公司。十

二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、蜜三糖、半乳糖等化学试剂均

为分析纯，购自Ｓｉｇｍａ公司或上海生工生物公司。

１．２　酵母表达载体ｐＹＥＳ２／ＰＭ２的构建

本实验室构建并保存的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ／

ＰＭ２为带６Ｈｉｓ标签的融合蛋白。该融合蛋白可

在大肠杆菌中过量的表达［１３］。为研究天然大豆

ＰＭ２蛋白在酵母细胞中的保护作用，根据基因数据

库的大豆犘犕２基因序列（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ：Ｍ８０６６４）

设计一对引物（１Ｆ和１Ｒ）。其扩增的产物可编码为

不含６Ｈｉｓ标签的天然的大豆ＰＭ２蛋白。引物由

上海生工生物工程公司合成。引物序列如下：

１Ｆ：５＇－ＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＴＣＣＡＡＧＡＡＡ

ＣＡＡＧ －３（划线部分为犅犪犿ＨⅠ酶切位点）

１Ｒ：５＇－ＡＴＣＧＡＡＴＴＣＴＣＡＴＴＴＣＴＴＧＣＧＧＣＧＣ

ＴＣＣＡ－３＇（划线部分为犈犮狅ＲⅠ酶切位点）

以重组载体ｐＥＴ２８ａ／ＰＭ２为模板，利用一对引

物（１Ｆ和１Ｒ），进行ＰＣＲ反应。ＰＣＲ反应条件为

９４℃，３０ｓ；５８℃，３０ｓ；７２℃，１ｍｉｎ；经３０个循环后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１％琼脂糖凝胶

电泳。按照回收试剂盒说明书（ＴａＫａＲａ公司）从凝

胶中回收ＰＣＲ产物。

将回收后的犘犕２基因片段插入到穿梭载体
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ｐＹＥＳ２的犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ位点，得到重组质粒

ｐＹＥＳ２／ＰＭ２。利用热激法，将获得的载体转化大

肠杆菌ＴＯＰ１０感受态细胞。在含氨苄霉素的平板

上挑取阳性单克隆，培养。采用碱裂解法提取重组

质粒。测序（上海生工生物公司）。

１．３　酿酒酵母的转化

用电转法，将穿梭载体ｐＹＥＳ２／ＰＭ２转化酵母

ＩＮＶＳＣ１。利用组氨酸营养缺陷型培养基（ＳＣＲ）筛

选出阳性克隆ＩＮＶ／ＰＭ２。保存菌种。以此作为进

一步研究的材料。

将空载体ｐＹＥＳ２转化酵母得到对照菌ＩＮＶ／

ｐＹＥＳ２。

１．４　大豆ＰＭ２蛋白在酵母重组子中的表达

将重组酵母接种于ＳＣＲ液体培养基中，３０℃，２００

ｒ／ｍｉｎ，培养２～３ｄ。将重组菌接种于诱导培养基（ＹＰ

Ｇａｌ，含１％酵母粉，２％蛋白胨，１％半乳糖，ｐＨ５．８）中培

养１２ｈ。将酵母细胞置于沸水浴热处理２０ｍｉｎ。离

心。取上清液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。

１．５　酵母重组子表达目的蛋白的质谱鉴定

为鉴定目的蛋白，将从ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳板上切

下的蛋白条带做质谱鉴定（上海中科新生命生物科技

有限公司）。步骤如下：将ＰＭ２蛋白在胶内酶解（Ｔｒｙｐ

ｓｉｎ，２０ｈ），抽提酶解肽段，经ＺｉｐＴｉｐ脱盐。进行液相

色谱－电喷雾质谱分析。检测仪器型号为ＬＣＱＤｅｃａ

ＸＰｐｌｕｓ（ＦＩＮＮＩＧＡＮ）。进样方式为 Ｍｉｃｒｏｓｐｒａｙ。毛细

管温度为１７０℃。Ｃｏｌｕｍｎ为０．１５ＭＭ１５０ＭＭ（ＲＰ－

Ｃ１８）。检测方式为正离子。利用软件分析数据。搜索

使用的数据库为 ＮＣＢＩＰａｐｉｌｉｏｎｏｉｄｅａｅ蛋白库。ＳＥ

ＱＵＥＳＴ结果过滤参数为：当Ｃｈａｒｇｅ＋１，Ｘｃｏｒｒ≥１．９；

当Ｃｈａｒｇｅ＋２，Ｘｃｏｒｒ≥２．２；当Ｃｈａｒｇｅ＋３，Ｘｃｏｒｒ≥

３．７５；其中ＤｅｌＣＮ≥０。

１．６　酵母生长曲线的测定

挑取对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２和重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２

单克隆，在ＳＣＲ液体培养基中培养，将菌液接入诱

导培养基ＹＰＧａｌ中培养８ｈ后，分别接入ＹＰＧａｌ和

含１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和２ｍｏｌ／Ｌ山梨糖的ＹＰＧａｌ的

培养基中培养。间隔时间取样。测样品的 ＯＤ６００

值。绘制生长曲线。实验重复３次。

２　结果与分析

２．１　酵母表达载体的构建及其向酵母细胞的转化

根据 ＬＥＡ 蛋白分布的广泛性，Ｇａｒａｙ－Ａｒ

ｒｏｙ．Ａ和Ｄ．Ｂａｒｔｅｌｓ等曾提出“ＬＥＡ蛋白可能以类

似的机制参与原核和真核生物抗逆保护作用”的假

说［１６，１７］。本课题组已报告了大豆 ＰＭ２融合蛋白

（ＬＥＡ３）可提高大肠杆菌重组菌的存活率
［１３］，将天

然大豆犘犕２基因转化烟草，转基因烟草植株的耐

盐性也得到了提高［１９］。然而，天然的大豆ＰＭ２蛋

白是否可赋予酵母细胞耐盐功能还不清楚。

构建可表达天然大豆ＰＭ２蛋白的表达载体，利

用酵母表达结合功能筛选法，研究了表达的大豆

ＰＭ２蛋白对酵母细胞的保护作用。以本实验室保

存的重组载体ｐＥＴ２８ａ／ＰＭ２
［１３］为模板，以１Ｆ和１Ｒ

为引物，构建重组质粒ｐＹＥＳ２／ＰＭ２。测序结果显

示，重组质粒ｐＹＥＳ２／ＰＭ２基因序列在２４４位和

５３１位发生了点突变，但其变化并不影响编码的氨

基酸的极性。因此推测该基因表达产物的高级结构

将不会发生明显改变。

利用电转法，将重组质粒ｐＹＥＳ２／ＰＭ２转化酵

母ＩＮＶＳＣ１。经营养缺陷型培养基筛选，获得酵母

重组子ＩＮＶ／ＰＭ２。将空载体ｐＹＥＳ２转化酵母ＩＮ

ＶＳＣ１获得对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２。

Ｍ：标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２热稳定蛋

白；２：转大豆ＰＭ２基因菌ＩＮＶ／ＰＭ２热稳定蛋白

Ｍ：ＳｔａｎｄａｒｄｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅｈｅａｔｓｔａｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ

ｆｒｏｍｙｅａｓｔＩＮＶ／ｐＹＥＳ２；２：Ｔｈｅｈｅａｔｓｔａｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍ

ｙｅａｓｔＩＮＶ／ＰＭ２

图１　重组酵母的热稳定性蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｅａｔｓｔａｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｆｒｏｍｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｙｅａｓｔｓ

２．２　重组酵母子表达天然ＰＭ２蛋白的质谱鉴定

前人 多 采 用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ技 术 检 测 外 源 犔犈犃３ 基 因 产 物 的 表

达［１０，１１］。本实验利用了ＬＥＡ３蛋白具有热稳定性

这一特性［１３］，将重组菌体进行沸水处理，去除酵母

细胞中大量的可溶性蛋白，富集了ＰＭ２蛋白。经沸
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水处理的重组菌上清液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。

从凝胶板可见一分子量为５０ｋＤ的特异条带 （图

１）。将该特异条带切下，并利用胰酶消化。产物经

液相色谱－电喷雾质谱分析。其液相色谱离子流图

如图２所示。经 ＮＣＢＩＰａｐｉｌｉｏｎｏｉｄｅａｅ蛋白库进行

查询，检索到的多肽覆盖率为５３．３５％。证明了目

的条带确为酵母细胞表达的大豆ＰＭ２蛋白（图３）。

与刘昀等［１３］的研究结果相比较，可知酵母中表达的

大豆ＰＭ２蛋白的量比在大肠杆菌中表达要少得多。

图２　液相色谱总离子流图

Ｆｉｇ．２　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｉｏｎｏｆｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

图为大豆ＰＭ２蛋白氨基酸序列，其中划线部分是利用液相色谱－电喷雾质谱检测到的多肽片段

ＴｈｅｗｈｏｌｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｏｙｂｅａｎＰＭ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｐｅｐｔｉｄｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ

图３　大豆ＰＭ２蛋白质谱鉴定结果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｓｏｙｂｅａｎＰＭ２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅＭＳ

２．３　大豆ＰＭ２蛋白的表达对酵母重组子生长无抑

制作用

Ｌｉｕ等
［１３］验证了由６个 Ｈｉｓ标签（３６个氨基

酸）与大豆ＰＭ２蛋白组成的融合蛋白的过表达可提

高大肠杆菌的耐盐能力。经查询，融合蛋白序列中

的 Ｈｉｓ标签序列与抗逆相关蛋白没有同源性。

Ｇｏｙａｌ等
［２２］指出融合蛋白末端的Ｈｉｓ标签不会影响

ＬＥＡ蛋白质的折叠。然而，天然ＬＥＡ蛋白的保护

功能还不清楚。实验构建可编码大豆ＰＭ２天然蛋

白的表达载体。转化酵母细胞。挑取对照菌ＩＮＶ／

ｐＹＥＳ２和重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２单克隆入ＳＣＲ液体培

养基中培养，将菌液接入无胁迫诱导培养基ＹＰＧａｌ

中培养。间接时间取样，根据 ＯＤ６００值绘制生长曲

线（图４）。从图４的生长曲线可知，对照菌ＩＮＶ／
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ｐＹＥＳ２和重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２在无胁迫培养基里的

生长速率十分相似。表明天然大豆ＰＭ２蛋白的表

达对酵母细胞生长无抑制作用。

图４　在无胁迫条件下对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２和

　　　重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２的生长曲线

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＩＮＶ／ｐＹＥＳ２ａｎｄ

　　　ＩＮＶ／ＰＭ２ｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

２．４　天然大豆ＰＭ２蛋白的表达可提高酵母重组

子的耐盐性

为了研究大豆ＰＭ２天然蛋白的表达对酵母重

组子的耐盐保护作用，挑取对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２和

重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２培养，诱导目的蛋白表达后接入

到含高盐（１．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）和高渗（２ｍｏｌ／Ｌ山梨

糖）培养基中培养。间隔时间取样测定 ＯＤ６００值。

根据ＯＤ６００值绘制生长曲线（图５和图６）。由图５

可知，酵母重组子ＩＮＶ／ＰＭ２在高盐中经过约１００ｈ

开始进入对数生长期，在１５０ｈ左右到达生长平台

期。而转空载体的酵母ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２约经１２５ｈ后

才进入对数生长期。可见，酵母重组子在获得了大

豆犘犕２基因后，获得了对高ＮａＣｌ的耐受性。其生

长速率明显好于对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２。显然，大豆

ＰＭ２蛋白的表达对提高酵母重组子抗ＮａＣｌ胁迫能

力有着直接的贡献。

上述结果不同，重组子酵母和对照菌在含２

ｍｏｌ／Ｌ山梨糖培养基中的生长速率一致（图６）。表

明大豆ＰＭ２蛋白的表达不能提高酵母重组子的抗

渗透能力。

３　讨论

关于ＬＥＡ３蛋白表达与植物抗逆能力的关系

已有较多的研究。Ｒｉｅｄ等研究表明小麦耐旱能力

与植株内ＬＥＡ３蛋白的表达量呈正相关
［２０］。也有

实验证明导入大麦犎犞犃１（犾犲犪３）基因的转基因植物

图５　１．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ培养基中对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２

　　　和重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２的生长曲线

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＩＮＶ／ｐＹＥＳ２ａｎｄＩＮＶ／

　　　　ＰＭ２ｉｎｍｅｄｉａｐｌｕｓ１．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ

图６　２ｍｏｌ／Ｌ山梨糖培养基中，对照菌ＩＮＶ／ｐＹＥＳ２

　和重组菌ＩＮＶ／ＰＭ２的生长曲线

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＩＮＶ／ｐＹＥＳ２ａｎｄＩＮＶ／

　　　ＰＭ２ｉｎｍｅｄｉａｐｌｕｓ２ｍｏｌ／Ｌｓｏｒｂｉｔａｌ

和酵母重组子的耐旱性得到提高［８，１０］。然而，并未

见将同一基因转化大肠杆菌的研究报告。最近，刘

昀等证实了大豆犘犕２基因的表达可提高烟草和大

肠杆菌的耐盐性［１３，１９］。结果表明大豆ＰＭ２蛋白还

可以提高转基因酵母对高盐的耐受性。可见，大豆

ＰＭ２蛋白的表达可以提高大肠杆菌，酵母和植物的

抗盐能力。这一结果为“ＬＥＡ蛋白可能以类似机制

参与原核和真核生物耐盐保护作用”的假说提供实

验证据［１６，１７］。可以说，大肠杆菌表达体系是进行

ＬＥＡ蛋白耐盐功能研究的简单、快捷和有效的

体系。

高盐和高渗胁迫可引发一个共同反应———即细

胞的失水。有报告指出，转大麦犎犞犃１基因的水稻

和烟草的耐盐和耐旱性得到了提高［８，９］。获得犔犈犃３

基因的重组酵母和大肠杆菌获得了对高盐耐受性，对

渗透胁迫未显示耐受性［１０，１２，１３］。由此推测，ＬＥＡ３蛋

白可直接参与细胞耐盐保护作用，而对抗渗透保护可
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能有间接贡献，即可能是ＬＥＡ３蛋白与其他物质（如

非还原糖，海藻糖，蔗糖等）共同作用的结果。

高盐胁迫除引起渗透胁迫外，还将导致离子毒

害效应［２１］。对细胞产生毒性的主要是 Ｎａ＋。细胞

内过多的 Ｎａ＋可影响蛋白质构象，抑制酶活性，破

坏细胞膜结构，造成细胞伤害甚至细胞死亡［１７］。此

时，细胞则通过生理生化反应改变减轻离子的毒害。

Ｄｕｒｅ等推测，ＬＥＡ３蛋白可通过兼性α—螺旋的亲

水表面“螯合”胞质中过多的Ｎａ＋，减轻离子毒害作

用［６］。Ｇｏｙａｌ等报告脱水胁迫可诱导线虫ＬＥＡ３蛋

白呈现出α—螺旋结构
［２２］。利用Ｃｈｏｕ和Ｆａｓｍａｎ

模型预测大豆ＰＭ２蛋白可形成７９％的兼性α－螺

旋。因此推测，大豆ＰＭ２蛋白可先形成兼性α－螺

旋，以其极性氨基酸与胞质中过量的 Ｎａ＋“螯合”，

维持胞内的离子平衡，保持酶的构象及活性。另一

方面，螺旋的疏水基团可与膜的磷脂部分结合，保持

膜结构的稳定。关于大豆ＰＭ２蛋白的结构与功能

的关系，正在进行研究。
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