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５个家兔群体白细胞介素１０基因外显子的遗传

多样性分析
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摘　要：本研究旨在分析家兔犐犔１０基因外显子的多态性，以期为进一步研究家兔ＩＬ１０与疾病抗性的相关性提

供理论依据。根据ＧｅｎＢａｎｋ上收录的犐犔１０基因序列设计５对特异性引物，采用ＰＣＲＳＳＣＰ方法对海狸色獭兔、

白色獭兔、皖系长毛兔、闽西南黑兔、九疑山兔这５个家兔群体犐犔１０基因的５个外显子序列进行多态性分析。结

果表明：在犐犔１０基因外显子３上检测到４种等位基因，１０种基因型，存在３个ＳＮＰｓ位点；在外显子４上检测到２

种等位基因，３种基因型，存在１个ＳＮＰ位点。而外显子１、２、５对于实验群体未发现有遗传多态性。在外显子３

中，Ｄ等位基因只在闽西南黑兔和九疑山兔中检测到，除海狸色獭兔和闽西南黑兔外其余群体均处于哈代温伯格

平衡，各群体不同基因型分布存在极显著差异（犘＜０．０１）。在外显子４中，Ａ１Ｂ１ 基因型在獭兔群体中没有检测到；

除海狸色獭兔外其余各群体均处于哈代温伯格平衡，海狸色獭兔跟白兔獭兔不同基因型分布差异不显著（犘＞

０．０５），而其余群体彼此不同基因型分布存在显著性差异（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。结果提示：５个家兔群体在犐犔１０

基因外显子３和４中存在遗传多态性，不同家兔群体在遗传基础上存在着一定的差异。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｒａｂｂｉｔ；犐犔１０ｇｅｎｅ；ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

　　白细胞介素１０（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）是一种独

特的细胞因子，它能抑制单核／巨噬细胞系统的活化

及单核因子和炎症因子的合成。除了Ｔｈ２细胞外，

Ｔ细胞亚群、单核／巨噬细胞、肥大细胞、角质化细

胞、嗜伊红细胞、上皮细胞以及各肿瘤细胞均能合成

ＩＬ１０
［１］。近年来的研究结果表明，ＩＬ１０具有重要

的免疫调节活性［２３］，还与寄生虫疾病的发生机制密

切相关［４５］。随着研究的不断深入，还发现犐犔１０单

核苷酸多态性直接影响到体内ＩＬ１０的表达水平，

从而和疾病的易感性、严重性及疾病的发展进程密

切相关［６１１］。

鉴于目前有关家兔犐犔１０基因的研究报道较

少，本试验利用ＰＣＲＳＳＣＰ方法检测５个兔群体

犐犔１０基因的ＳＮＰ位点，并进行比较，分析其遗传

差异，为探讨该基因能否做为家兔抗病育种的候选

基因提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物

本试验选取５个家兔群体共３３６只家兔作为试

验材料，其中，海狸色獭兔（７２只）和白色獭兔（６０

只）来自于浙江余姚兔场，闽西南黑兔（６０只）来自

于福建省农科院，皖系长毛兔（７２只）来自于江苏宜

兴拉必得兔场，九疑山兔（７２只）来自于湖南省宁远

县九疑山兔原种场。

１．２　试验方法

所有个体均为随机抽样，耳缘静脉采血５ｍＬ，

采用酚／氯仿法进行总ＤＮＡ的提取
［１２］。

１．２．１　引物设计　　根据ＧｅｎＢａｎｋ中家兔犐犔１０

基因序列（ＤＱ４３７５０８．２），设计并合成５对特异性较

好的引物，分别对家兔犐犔１０基因的５个外显子序

列进行扩增，并用于ＰＣＲＳＳＣＰ检测。引物由上海

生工生物工程有限公司合成，引物信息见表１。

１．２．２　犐犔１０外显子ＰＣＲＳＳＣＰ检测　　ＰＣＲ反应

体系为２０μＬ：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ｄＮＴＰｓ０．４μＬ，１０ｐｍｏｌ·Ｌ
－１上、下游引物各１μＬ，

５Ｕ·μＬ
－１ 犜犪狇 ＤＮＡ 聚 合 酶 酶 ０．２ μＬ，１００

ｎｇ·μＬ
－１ ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１４．４μＬ。ＰＣＲ

反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，适

宜的退火温度（表１）４０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，４０个循

环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。经１％琼脂糖电泳检测

后，产物用于ＳＳＣＰ分析。２０μＬＰＣＲ产物和８μＬ

变性液，９８℃变性１０ｍｉｎ，冰浴５ｍｉｎ。１０％非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳，１２０Ｖ电泳１４～１６ｈ，银染显

色，选取不同基因型的纯合子进行切胶回收，由上海

生工生物工程有限公司进行双向测序。试验所用的

ｄＮＴＰｓ和ＤＮＡ聚合酶均购自宝生物工程（大连）有

限公司。

表１　引物信息

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犲狊狋狌犱狔

引物Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 片段大小／ｂｐＳｉｚｅ 退火温度／℃ Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１
Ｆ：ＣＡＣＡＡＧＧＣＧＧＡＣＴＣＧＴＡＧＡ
Ｒ：ＧＧＡＣＡＧＧＡＧＧＧＣＡＴＣＡＴＡＣＴ

２２５ ５８

２
Ｆ：ＡＡＣＧＡＡＴＧＧＣＴＣＣＡＧＣＡＣＴＡ
Ｒ：ＣＧＣＣＴＣＣＣＴＴＣＣＣＴＴＡＡＴＣ

２８８ ５８

３
Ｆ：ＴＡＴＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＴＣＧＧ
Ｒ：ＡＧＡＡＧＣＧＴＣＴＧＣＴＡＣＴＣＡ

１６２ ６３

４
Ｆ：ＴＧＡＣＡＧＣＣＡＡＧＧＴＣＡＴＴＡＡＣＡ
Ｒ：ＣＧＧＧＧＡＧＣＡＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＡ

２５５ ６３

５
Ｆ：ＣＣＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＧＡＴＧＣＴＴＡＧ
Ｒ：ＧＡＴＣＧＧＧＡＧＣＴＧＡＧＧＴＡＴＣＡ

２９０ ５８

４２７
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１．３　数据分析

对基因型频率、等位基因频率、多态信息含量

（犘犐犆）、期望杂合度（犎犲）进行统计分析，并对各群

体基因型分布差异进行卡方检验，用 Ａｌｉｇｎ软件进

行序列比对，筛查ＳＮＰ位点。

２　结　果

２．１　犘犆犚犛犛犆犘多态性结果

通过ＰＣＲＳＳＣＰ检测，在犐犔１０基因外显子１、

２、５中没有检测到多态位点。在外显子３上检测到

４种等位基因，１０种基因型（ＡＡ、ＢＢ、ＣＣ、ＤＤ、ＡＢ、

ＡＣ、ＢＣ、ＡＤ、ＢＤ、ＣＤ），见图１。经测序，相对于

ＧｅｎＢａｎｋ 上 公 布 的 家 兔 犐犔１０ 基 因 序

列（ＤＱ４３７５０８．２）而言，外显子３中存在Ａ１４３５Ｇ、

Ａ１５１７Ｃ和Ｇ１５１９Ａ３个突变（图２、图３）。在外显

子４上检测到２种等位基因，３种基因型（Ａ１Ａ１、

Ｂ１Ｂ１、Ａ１Ｂ１），见图４，相对于原序列而言，２５３２与

２５３３ｂｐ位点之间有１个碱基（Ｔ）的插入（图５）。

图１　犐犔１０基因外显子３不同基因型电泳图

犉犻犵．１　犜犺犲犛犛犆犘犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犻犿犪犵犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀狅

狋狔狆犲狊狅犳犐犔１０犲狓狅狀３

图２　犐犔１０基因外显子３中犃犃、犅犅、犆犆和犇犇基因型的测序图

犉犻犵．２　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狉犲狊狌犾狋狅犳犃犃，犅犅，犆犆犪狀犱犇犇犵犲狀狅狋狔狆犲狊狅犳犐犔１０犲狓狅狀３

图３　犐犔１０基因不同基因型间外显子３核苷酸序列的比较

犉犻犵．３　犎狅犿狅犾狅犵狅狌狊犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犐犔１０犲狓狅狀３犪犿狅狀犵犱犻犳犳犲狉狉犲狀狋犵犲狀狅狋狔狆犲狊

图４　犐犔１０基因外显子４不同基因型电泳图

犉犻犵．４　犜犺犲犛犛犆犘犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犻犿犪犵犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀狅

狋狔狆犲狊狅犳犐犔１０犲狓狅狀４

图５　犐犔１０基因外显子４中犃１犃１ 和犅１犅１ 基因型测序图

犉犻犵．５　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狉犲狊狌犾狋狅犳犃１犃１犪狀犱犅１犅１犵犲狀狅狋狔狆犲狊

狅犳犐犔１０犲狓狅狀４

５２７
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图６　犐犔１０基因不同基因型间外显子４核苷酸序列的

比较

犉犻犵．６　犎狅犿狅犾狅犵狅狌狊犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳

犐犔１０犲狓狅狀４犫犲狋狑犲犲狀犱犻犳犳犲狉狉犲狀狋犵犲狀狅狋狔狆犲狊

２．２　不同家兔群体犐犔１０基因外显子３的遗传多

样性

　　所检测的５个家兔群体犐犔１０基因外显子３基

因型和等位基因频率以及χ
２适合性检验结果见表２。

　　海狸色獭兔及白色獭兔中，ＡＡ基因型均为优

势基因型；在皖系长毛兔中ＢＢ型为优势基因型；而

Ｄ等位基因只在闽西南黑兔和九疑山兔中检测到。

在犐犔１０基因外显子３上，闽西南黑兔和九疑山兔

期望杂合度和多态信息含量最高，其他群体为低度

多态或中度多态。５个群体除了海狸色獭兔和闽西

南黑兔外，均处于哈代温伯格平衡。由表３可以看

出，各兔群体彼此间的不同基因型分布均存在极显

著的差异（犘＜０．０１）。

表２　５个家兔群体犐犔１０外显子３的遗传特性

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犵犲狀犲狋犻犮犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狅犳犲狓狅狀３狅犳犐犔１０犵犲狀犲犲狓狅狀３犻狀５狉犪犫犫犻狋狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

样本／只

Ｓａｍｐｌｅ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＡＡ ＢＢ ＣＣ ＤＤ ＡＢ ＡＣ ＢＣ ＡＤ ＢＤ ＣＤ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

犎犲 犘犐犆 χ
２

ＢＣＲ ７２
０．５６９

（４１）

０

（０）

０．０２８

（２）

０

（０）

０

（０）

０．２７８

（２０）

０．１２５

（９）

０

（０）

０

（０）

０

（０）
０．７０８０．０６２０．２３０ ０ ０．４４２０．３８５

１１．８１

（５）

ＷＲ ６０
０．４１７

（２５）

０

（０）

０．０１７

（１）

０

（０）

０

（０）

０．５６７

（３４）

０

（０）

０

（０）

０

（０）

０

（０）
０．７００ ０ ０．３００ ０ ０．４２００．３３２

４．４９

（２）

ＷＸＡ ７２
０

（０）

０．７３６

（５３）

０

（０）

０

（０）

０．１３９

（１０）

０

（０）

０．１２５

（９）

０

（０）

０

（０）

０

（０）
０．０７００．８６８０．０６２ ０ ０．２３８０．２２５

１．１２

（５）

ＪＹＳ ７２
０．０２８

（２）

０．３３３

（２４）

０．０１４

（１）

０．０１４

（１）

０．３０６

（２２）

０．０４２

（３）

０．０４２

（３）

０．０４２

（３）

０．０８３

（６）

０．０９７

（７）
０．２２２０．５４８０．１０４０．１２６０．６２４０．５７５

７．４６

（９）

ＭＸＮ ６０
０

（０）

０．０６７

（４）

０．０１７

（１）

０．０５０

（３）

０．０８３

（５）

０．２８３

（１７）

０．０１７

（１）

０．３５０

（２１）

０．１３３

（８）

０

（０）
０．３５８０．１８３０．１６７０．２９２０．７２５０．６７５

２５．９２

（９）

ＢＣＲ．海狸色獭兔；ＷＲ．白色獭兔；ＷＸＡ．皖系长毛兔；ＪＹＳ．九疑山兔；ＭＸＮ．闽西南黑兔；．犘＜０．０５，．犘＜０．０１；卡方值括号中数据

为自由度，以下同。χ
２
（２）０．０５＝５．９９，χ

２
（２）０．０１＝９．２１，χ

２
（５）０．０５＝１１．０７，χ

２
（５）０．０１＝１５．０９，χ

２
（９）０．０５＝１６．９２，χ

２
（９）０．０１＝２１．６７

ＢＣＲ．ＢｅａｖｅｒＣｏｌｏｒＲｅｘｒａｂｂｉｔ；ＷＲ．ＷｈｉｔｅＲｅｘｒａｂｂｉｔ；ＷＸＡ．ＷａｎｌｉｎｅＡｎｇｏｒａｒａｂｂｉｔ；ＪＹＳ．Ｊｉｕｙｉｓｈａｎｒａｂｂｉｔ；ＭＸＮ．ＭｉｎｘｉｎａｎＢｌａｃｋｒａｂｂｉｔ；

．犘＜０．０５，．犘＜０．０１；Ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓｏｆχ
２ａｒｅｔｈｅｄｅｇｒｅｅｓｏｆｆｒｅｅｄｏｍ，ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表３　５个家兔群体犐犔１０外显子３不同基因型分布差异χ
２ 检验

犜犪犫犾犲３　χ
２狋犲狊狋狅犳狋犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犵犲狀狅狋狔狆犲狊狅犳犐犔１０犲狓狅狀３犻狀５狉犪犫犫犻狋狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊

群体Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＷＲ ＷＸＡ ＪＹＳ ＭＸＮ

ＢＣＲ １５．８８（３） １２６．００（５） １１４．２７（９） ８８．６２（８）

ＷＲ １３２．００（５） １１４．４０（９） ７２．６７（８）

ＷＸＡ ４１．４２（９） ９９．９２（７）

ＪＹＳ ５８．９７（９）

χ
２
（３）０．０５＝７．８１，χ

２
（３）０．０１＝１１．３４，χ

２
（５）０．０５＝１１．０７，χ

２
（５）０．０１＝１５．０９，χ

２
（７）０．０５＝１４．０７，χ

２
（７）０．０１＝１８．４８，χ

２
（８）０．０５＝１５．５１，χ

２
（８）０．０１＝２０．０９，

χ
２
（９）０．０５＝１６．９２，χ

２
（９）０．０１＝２１．６７

２．３　不同家兔群体犐犔１０基因外显子４的遗传多

样性

　　所检测的５个兔群体犐犔１０基因外显子４基因

型和等位基因频率及χ
２适合性检验结果见表４。由

表４可知，在海狸色獭兔、白色獭兔、九疑山兔、闽西

南黑兔中，Ａ１ 等位基因为优势等位基因；在皖系长

毛兔中Ｂ１ 等位基因为优势等位基因，在海狸色獭兔

和白色獭兔群体中没有检测到 Ａ１Ｂ１ 基因型的个

６２７
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体。５个家兔群体在犐犔１０基因外显子上表现为中

度或低度多态，除了海狸色獭兔，其它群体均处于哈

代温伯格平衡。由表５可以看出，海狸色獭兔与白

色獭兔不同基因型分布不存在显著性差异（犘＞

０．０５），而其他家兔群体彼此间的不同基因型分布均

存在显著差异（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。

表４　５个家兔群体犐犔１０外显子４的遗传特性

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狅犳犲狓狅狀４狅犳犐犔１０犲狓狅狀４犻狀５狉犪犫犫犻狋狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

样本／只

Ｓａｍｐｌｅ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ａ１Ａ１ Ａ１Ｂ１ Ｂ１Ｂ１

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ａ１ Ｂ１

犎犲 犘犐犆 χ
２

ＢＣＲ ７２ ０．９７２（７０） ０（０） ０．０２８（２） ０．９７２ ０．０２８ ０．０５４ ０．０５３ ６．０３（２）

ＷＲ ６０ ０．９８３（５９） ０（０） ０．０１７（１） ０．９８３ ０．０１７ ０．０３３ ０．０３３ ３．０１（２）

ＷＸＡ ７２ ０．０２８（２） ０．４４４（３２） ０．５２８（３８） ０．２５０ ０．７５０ ０．３７５ ０．３０５ １．７６（２）

ＪＹＳ ７２ ０．８６１（６２） ０．１２５（９） ０．０１４（１） ０．９２４ ０．０７６ ０．１４０ ０．１３１ １．０５（２）

ＭＸＮ ６０ ０．４３４（２６） ０．４８３（２９） ０．０８３（５） ０．６７６ ０．３２４ ０．４３８ ０．３４２ ０．５２（２）

χ
２
（２）０．０５＝５．９９，χ

２
（２）０．０１＝９．２１

表５　５个家兔群体犐犔１０外显子４不同基因型分布差异χ
２ 检验

犜犪犫犾犲５　χ
２狋犲狊狋狅犳狋犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犵犲狀狅狋狔狆犲狊狅犳犐犔１０ｅｘｏｎ４ｉｎ５ｒａｂｂｉｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＷＲ ＷＸＡ ＪＹＳ ＭＸＮ

ＢＣＲ ０．１８（１） １２８．６２（２） ９．８２（２） ４９．７７（２）

ＷＲ １２０．２７（２） ８．０５（２） ４４．４８（２）

ＷＸＡ １０４．２６（２） ４５．３３（２）

ＪＹＳ ２７．０５（２）

χ
２
（１）０．０５＝３．８４，χ

２
（１）０．０１＝６．６３；χ

２
（２）０．０５＝５．９９，χ

２
（２）０．０１＝９．２１

３　讨　论

随着家兔生产水平和产业集约化程度的不断提

高，通过人为选择过度的追求生产性能从而忽略了

对抗逆性的选择，导致家兔对环境适应性有所下降，

相应地引起了一些传染病的发生和蔓延。目前，生

产中主要是使用疫苗和药物来达到防治这些疾病的

目的。但考虑到食品安全及消费者的消费需求，传

统的药物治疗已不能有效解决这些问题，因此，目前

许多育种专家都在致力于提高畜禽品种自身抗逆性

方面的研究。

本试验对５个家兔群体的犐犔１０基因的所有外

显子进行了ＳＳＣＰ检测。经对比，外显子３上的

１４３５、１５１７和１５１９ｂｐ３个位点的突变均为同义

突变，而外显子４上的２５３２与２５３３ｂｐ位点中间

的碱基插入导致了其后面编码氨基酸的密码子发生

了变化。在犐犔１０外显子３上，闽西南黑兔和九疑

山兔的多态信息含量高于獭兔和长毛兔，其原因可

能是闽西南黑兔、九疑山兔为我国新鉴定的地方家

兔品种，饲养在偏远的山区，选育程度远不及獭兔和

长毛兔；此外，犐犔１０基因外显子３检测到的Ｄ等位

基因，仅在闽西南黑兔、九疑山兔检测到，而其他家

兔群体中未检测到，其原因一方面可能是其他几个

家兔群体的样本数不够大，未能检测到 Ｄ等位基

因；另一方面也可能是Ｄ等位基因为我国地方家兔

品种所特有，这一点还需要进一步验证。在犐犔１０

基因外显子４上，２个獭兔群体均未检测到Ａ１Ｂ１ 基

因型，且Ｂ１ 等位基因在皖系长毛兔中的频率远远高

于其他兔群体，这说明不同家兔群体在遗传基础上

存在着一定的差异。研究还发现，在外显子３上，海

狸色獭兔和闽西南黑兔群体，以及在外显子４上，海

狸色獭兔群体均偏离了哈代温伯格平衡，引起遗传

不平衡的原因可能与这２个家兔群体近年的选育强

度较高，另一方面也可能是这２个家兔群体的交配

方式有关［１３］。

近年来，对犐犔１０基因多态性与疾病易感性的

研究主要集中于人该基因启动子区域－５９２、－８１９

和－１０８２ｂｐ位点，国内外文献对于人、兔等哺乳动

７２７



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

物犐犔１０基因外显子的研究几乎未曾报道。孪生胎

家系研究表明，ＩＬ１０的分泌水平７５％是由遗传决

定的，而且主要受转录水平的控制［１４］。ｖａｎｄｅｒ

Ｌｉｎｄｅ等
［１５］研究发现在人犐犔１０（ＮＧ＿０１２０８８．１）外

显子１的４３ｂｐ处Ｇ／Ａ的突变引起人体抗炎效应

低下，从而易导致结肠炎的发生。大量研究证明

犐犔１０启动子区域－５９２、－８１９和－１０８２ｂｐ位点

的碱基突变对人体炎症发生及发展进程也具有紧密

联系［１６１８］。另外研究还发现，－１０８２、－８１９和

－５９２ｂｐ这３个位点的ＳＮＰｓ与处于外显子１处的

＋１１７ｂｐ位点的ＳＮＰ形成单倍型，其中－１０８２Ａ、

－８１９Ｃ、－５９２、＋１１７Ｔ（简写为ＩＬ１０ｈｔ２）与犐犔１０

表达量密切相关［１９］。

４　结　论

综上所述，犐犔１０基因的相关位点的多态性对

机体炎症发生及发展具有一定的联系。本试验结果

表明，５个家兔群体在犐犔１０基因中存在一定的差

异，这些差异是否由兔群体来源以及不同经济用途

的兔群体决定，进而说明其抗病性差异，还要进一步

根据一系列免疫性状的测定以及相关研究来验证。
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