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DOT1L在头颈部鳞状细胞癌中的表达及生物学意义

杜欢乐 尤慧华 张琳

[摘要] 目的 探讨类端粒沉默干扰体 1（DOT1L）在头颈部鳞状细胞癌（HNSCC）中的表达及其生物学意义。方

法 检测HNSCC组织芯片中DOT1L mRNA和蛋白水平；检测 Tca-8113、FaDu和CNE-1中DOT1L mRNA和蛋白水

平；将体外培养的Tca-8113细胞分为对照组（未转染）、Scrambled siRNA组（转染 Scrambled siRNA）和DOT1L siRNA

组（转染DOT1L siRNA），分析各组细胞增殖、细胞周期、凋亡、侵袭、迁移、细胞干性，检测各组细胞中DOT1L和干细

胞标志物Nanog、CD44、SOX2 mRNA和蛋白水平。结果 HNSCC组织中DOT1L mRNA水平明显高于正常组织（t=

43.22，P＜0.05）；HNSCC组织中DOT1L蛋白阳性表达率为 55.56%，与DOT1L低表达的HNSCC患者比较，DOT1L高

表达 HNSCC 患者的低分化、有淋巴结转移、高 T 分期和高病理分期比例更高（χ2 分别=12.50、4.23，Z 分别=3.11、

3.62，P均＜0.05）；且 Tca-8113细胞中DOT1L mRNA、蛋白水平高于CNE-1和 FaDu细胞（t分别=27.49、29.27、9.69、

11.31，P均＜0.05）。与 Scrambled siRNA组比较，DOT1L siRNA组细胞存活率、S期、G2/M期细胞百分比及细胞中

DOT1L、Nanog、CD44、SOX2 mRNA和蛋白水平均明显降低，并且克隆、侵袭、迁移细胞数及克隆球数目明显减少（t

分别=32.33、26.00、34.88、45.46、34.90、24.77、23.06、25.85、25.84、32.53、29.48、24.83、22.37、39.09、17.55，P均＜0.05），

而G0/G1期细胞百分比和细胞凋亡率明显升高（t分别=14.08、18.47，P均＜0.05）。结论 DOT1L在HNSCC中高表

达，而抑制其表达可抑制Tca-8113细胞增殖、侵袭、迁移和肿瘤干细胞特性并诱导细胞周期阻滞与凋亡。
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[Abstract] Objective To investigate the expression of disruptor of telomeric silencing 1-like（DOT1L） in head and

neck squamous cell carcinoma （HNSCC） and its biological significance. Methods The expression levels of DOT1L

mRNA and protein in HNSCC tissue chip，Tca-8113，FaDu and CNE-1 were detected. Tca-8113 cells were divided into

control group （non transfection），scrambled siRNA group （scrambled siRNA transfection） and DOT1L siRNA group

（DOT1L siRNA transfection），the cell proliferation，cell cycle and apoptosis，cell invasion and migration，cell stemness，

and detect the mRNA and protein expression levels of DOT1L and stem cell markers Nanog，CD44 and SOX2 were ana-

lyzed. Results The expression level of DOT1L mRNA in HNSCC were significantly higher than that in normal tissues（t=

43.22，P＜0.05）.The positive expression rate of DOT1L protein in HNSCC was 55.56%，and number of poorly differentia-

tion degree，lymph node metastasis，high T stage and high pathological stage in HNSCC patient with high DOT1L expres-

sion was higher than HNSCC patient with low DOT1L expression（χ2=12.50，4.23，Z=3.11，3.62，P＜0.05）.The expression

levels of DOT1L mRNA and protein in Tca-8113 cells were higher than CNE-1 cells and FaDu cells（t=27.49，29.27，

9.69，11.31，P＜0.05）.Compared with those in scrambled siRNA group，the cell survival rate，the percentages of cells in

S and G2/M phase，and the mRNA and protein expression levels of DOT1L，Nanog，CD44，SOX2 in DOT1L siRNA group

were significantly lower，the numbers of clonal cells，invasive cells，migration cells and clonal spheres decreased signifi-

cantly（t=32.33，26.00，34.88，45.46，34.90，24.77，23.06，25.85，25.84，32.53，29.48，24.83，22.37，39.09，17.55，P＜0.05），

while the percentage of cells in G0 / G1 phase and

apoptosis rate increased significantly（t=14.08，18.47，

P＜0.05）. Conclusion DOT1L is highly expressed

in HNSCC，and inhibition of DOT1L expression can
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inhibit the proliferation，invasion，migration and stemness of Tca-8113 cells and induce cell cycle arrest and apoptosis.

[Key words] head and neck squamous cell carcinoma； disruptor of telomeric silencing 1-like； proliferation； mi-

gration； invasion； apoptosis； stemness

头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous
cell carcinoma，HNSCC）是发生于头颅、颈部的恶性

肿瘤，手术和放化疗是其主要治疗手段，但肿瘤复

发、转移影响其总体生存率[1,2]。肿瘤干细胞是具有

自我更新、分化潜能的肿瘤细胞亚群，是肿瘤进展

的重要动力和肿瘤复发、转移的根源[3]。HNSCC肿

瘤干细胞特性、肿瘤细胞侵袭和化疗抵抗与类端粒

沉默干扰体 1（disruptor of telomeric silencing 1-
like，DOT1L）表达上调有关。DOT1L在基因转录过

程中发挥作用[4]，其异常表达与多种肿瘤进展密切

相关[5~7]，但其在 HNSCC 中的表达及作用并不完全

清楚。本次研究观察 DOT1L 在 HNSCC 组织、细胞

中的表达，并初步探讨其对 HNSCC Tca-8113 细胞

生物学行为的影响，以期为HNSCC的发病机制及治

疗提供新线索。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性选择金华市中心医院的

HNSCC组织芯片（由上海芯超生物科技有限公司生

产），组织芯片微阵列编号为GSE33205，共有 90 例

HNSCC 组织，剔除临床数据缺失者，共纳入 81 例

HNSCC组织进行分析，其中男性 60例、女性 21例；

年龄 46~83 岁，平均年龄（64.00±7.90）岁；并选择

30 例来自于正常口腔、喉等部位的黏膜上皮组织为

对照组，其中男性21例、女性9例；年龄54~75岁，平

均（62.00±5.00）岁。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化检测DOT1L蛋白表达 将芯片组织

标本经石蜡包埋、切片、脱蜡、复水、修复后，予以

H2O2处理，10％山羊血清封闭后，加入DOT1L抗体

4 ℃过夜；经二抗和链酶卵白素各孵育 30 min，行二

氨基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）染色，苏木精复

染；脱水、封片，显微镜下观察拍照。结果判定：根

据阳性细胞比例与染色强度积分乘积法，评分结果

＜3 分为阴性（低表达），≥3 分为阳性（高表达）[8]。

1.2.2 细胞培养、分组和转染 Tca-8113细胞（由南

京科佰生物科技有限公司生产）、CNE-1细胞（由上

海钰博生物科技有限公司生产）分别用含 20％、

10％胎牛血清的 RPMI1640 培养基（由北京索莱宝

生物科技有限公司生产）培养，FaDu细胞（由武汉普

诺赛生命科技有限公司生产）用相应专用培养基培

养。实验共设三组，分别为对照组（未转染）、Scram⁃
bled siRNA 组（HNSCC 组织转染 Scrambled siRNA）
和 DOT1L siRNA 组（HNSCC 组织转染 DOT1L siR⁃
NA），每组设置 3 个重复，取平均值。将 Tca-8113
细胞铺至6孔板，培养至融合70％～80％，根据实验

分组参照脂质体 3 000（由北京索莱宝生物科技

有限公司生产 ）说明书步骤转染，6 h 后换液再

培养 48 h。DOT1L siRNA 及其阴性对照 Scrambled
siRNA由上海吉玛制药技术有限公司合成。

1.2.3 MTT法和克隆形成实验分析细胞增殖 细胞

接种于 96孔板（5×104/ml，每孔 200 μl），贴壁后，按

照 1.2.2中的分组转染，另设调零组（仅加培养液），

48 h后加MTT溶液（由北京索莱宝生物科技有限公

司生产）培养 4 h；去除培养液，加二甲基亚砜，酶标

仪测定各孔吸光度（absorbance，A）值，并按（实验组

A值-调零组A值）/（对照组A值-调零组A值）×100％
计算细胞存活率。将处理完成的细胞以5×103/孔接种

于 6孔板，培养 14 d；弃上清液，甲醇固定 15 min，适
量吉姆萨染液染色15 min，统计克隆数。

1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期与凋亡 将处理

完成的细胞于 70％乙醇固定过夜，PI标记，室温避

光孵育 30 min；流式细胞仪分析细胞周期分布。实

验重复 3 次，取平均值。将处理结束完成由北京索

莱宝生物科技有限公司生产）说明书进行标记，室

温避光孵育15 min；流式细胞仪分析细胞凋亡率。

1.2.5 Transwell实验分析细胞侵袭与迁移 ①侵袭

实验：按 1∶8 稀释基质胶 MatriGel，包被小室底部

膜上室，室温风干；收集转染 48 h 的细胞，调整为

1×105/ml，加入上室 200 μl，含血清 RPMI1640 培养

基加下室；培养48 h，取出小室，多聚甲醛固定，结晶

紫溶液染色，显微镜下随机观察，计数穿膜细胞，分

析细胞的侵袭浸润能力。②迁移实验：Transwell小
室不进行基质胶MatriGel包被，其余实验步骤同上，

分析细胞的迁移运动能力。

1.2.6 克隆球形成实验分析细胞干性 收集转染

48 h 后细胞，以 4×103/孔接种于 6 孔板，加入含
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20 μg/L表皮细胞生长因子、10 μg/L碱性成纤维细

胞生长因子、2％ B27 的 DMEM/F12 无血清培养基

（由武汉普诺赛生命科技有限公司生产），培养14 d，
采用 Image-J图像软件拍照观察直径大于 50 μm的

克隆球数。

1.2.7 实时荧光定量聚合酶链反应（real time fluo⁃
rescent quantitative polymerase chain reaction，RT-
qPCR）检测 DOT1L、Nanog、CD44、SOX2 mRNA 表

达 Trizol法提取总RNA，检测RNA浓度与完整性；

合成 cDNA，进行PCR扩增（试剂盒由大连宝生物工

程有限公司生产）。反应条件如下：预变性 95 ℃
5 min；95 ℃变性 15 s、60 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s，
40 个循环。三磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase，GAPDH）作为内参，2-△△ct

法 计 算 DOT1L、Nanog、CD44、SOX2 mRNA 表 达

水平。

1.2.8 免疫印迹法检测DOT1L、Nanog、CD44、SOX2
蛋白表达 按照总蛋白提取试剂盒（由北京索莱宝

生物科技有限公司生产）说明书提取总蛋白，二奎啉

甲酸法检测总蛋白浓度；蛋白样品水浴加热变性，

行 SDS-PAGE 凝胶电泳分离，转至聚偏氟乙烯膜；

脱脂奶粉封闭 2 h，加入DOT1L（1∶1000）、Nanog（1∶
1000）、CD44（1∶800）、SOX2（1∶800）和 GAPDH（1∶
1000）抗体（由英国Abcam公司生产）4 ℃下孵育过

夜；加入二抗（1∶3000）室温下孵育 1.5 h；暗室显色

后，以GAPDH为内参，采用 Image-J图像软件分析

DOT1L、Nanog、CD44、SOX2蛋白水平。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 22.0软件进行统计学

分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示。计量

资料比较采用 t检验；计数资料比较采用 χ2检验。

等级资料采用秩和检验。设P＜0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 DOT1L在HNSCC组织中的表达 HNSCC组织

中DOT1L mRNA相对表达水平为2.82±0.23，高于癌

旁组织中DOT1L mRNA相对表达水平（1.00±0.00），

差异有统计学意义（t=43.22，P＜0.05）。 81 例

HNSCC 组 织 中 45 例（55.56％）HNSCC 组 织 的

DOT1L 呈高表达，36 例（44.44％）HNSCC 组织的

DOT1L呈低表达。DOT1L在HNSCC组织中的表达

与临床特征的关系见表1。
由表 1 可见，与 DOT1L 低表达的 HNSCC 患者

比较，DOT1L 高表达的 HNSCC 患者的低分化、有

淋巴结转移、高 T 分期和高病理分期比例更高，差

异均有统计学意义（χ2 分别=12.50、4.23，Z分别=
3.11、3.62，P均＜0.05）。两组在年龄、性别、发生

部位比较，差异均无统计学意义（χ2 分别=0.23、
0.46、0.08，P均＞0.05）。

表1 DOT1L在HNSCC组织中的表达与临床特征的

关系/例（％）

临床病理特征

年龄

＜60 岁

≥60 岁

性别

男性

女性

分化程度

中-高分化

低分化

淋巴结转移

有

无

部位

口腔与口咽喉部

鼻咽部

鼻腔与鼻窦部

T分期

T1

T2

T3

T4

病理分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

Ⅳ期

n

27

54

60

21

43

38

35

46

26

40

15

12

44

18

7

35

11

35

0

DOT1L

高表达（n=45）

14（51.85）

31（57.41）

32（53.33）

13（61.90）

16（35.56）

29（75.00）

24（71.43）

21（45.65）

15（57.69）

22（56.44）

8（53.33）

9（75.00）

28（63.64）

6（33.33）

2（28.57）

29（82.86）

5（45.45）

11（31.43）

0

低表达（n=36）

13（48.15）

23（42.59）

28（46.67）

8（38.10）

27（64.44）

9（25.00）

11（28.57）

25（54.35）

11（42.31）

18（43.56）

7（46.67）

3（25.00）

16（36.36）

12（66.67）

5（71.43）

6（17.14）

6（54.55）

24（68.57）

0

2.2 HNSCC细胞中DOT1L表达水平见表2
由表 2 可见，在 3 种不同 HNSCC 细胞系中

DOT1L mRNA和蛋白表达水平比较，差异均有统计

学意义（F分别=194.37、217.92，P均＜0.05），其中

Tca-8113细胞中DOT1L mRNA和蛋白表达水平最
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高，明显高于 CNE-1细胞、FaDu细胞，差异均有统

计学意义（t分别=27.49、29.27、9.69、11.31，P均＜

0.05）。
表2 3 种HNSCC细胞系中DOT1L mRNA和

蛋白表达水平的比较

细胞系

CNE-1

FaDu

Tca-8113

DOT1L mRNA

1.00±0.00

1.68±0.13

2.05±0.15

DOT1L蛋白

0.40±0.03

0.67±0.04

0.84±0.06

2.3 DOT1L 对 HNSCC Tca-8113 细胞增殖的影响

见表3
由表 3可见，转染至 Tca-8113细胞 48 h后，各

组细胞中 DOT1L mRNA、DOT1L 蛋白表达水平和

细胞存活率、克隆细胞数比较，差异均有统计学

意义（F分别=672.70、393.44、366.12、196.13，P均＜

0.05）。 Scrambled siRNA 组 和 对 照 组 间 DOT1L
mRNA 和蛋白表达水平比较，差异均无统计学意

义（t分别=1.10、1.11，P均＞0.05），但DOT1L siRNA
组细胞中 DOT1L mRNA 和蛋白表达水平较 Scram⁃
bled siRNA组明显降低（t分别=45.46、34.90，P均＜

0.05）；Scrambled siRNA组细胞存活率和克隆细胞数

与对照组比较，差异均无统计学意义（t分别=1.56、
1.19，P 均＞0.05）；与 Scrambled siRNA 组比较，

DOT1L siRNA组细胞存活率明显降低，且克隆细胞

数明显减少（t分别=32.33、24.83，P均＜0.05）。
表3 各组细胞中DOT1L mRNA、DOT1L蛋白表达水平和细胞存活率、克隆细胞数的比较

组别

DOT1L siRNA组

Scrambled siRNA组

对照组

DOT1L mRNA

0.19±0.03*

1.02±0.09

1.00±0.00

DOT1L蛋白

0.26±0.04*

0.89±0.06

0.87±0.06

细胞存活率/％

49.72±4.22*

97.68±6.45

100.00±0.00

克隆细胞数

81.02± 6.13*

264.05±25.23

255.28±28.16

注：*：与Scrambled siRNA组比较，P＜0.05。
2.4 DOT1L对HNSCC Tca-8113细胞周期、凋亡和 侵袭、迁移细胞数的影响见表4

表4 各组细胞周期、凋亡和侵袭、迁移细胞数比较

组别

DOT1L siRNA组

Scrambled siRNA组

对照组

细胞周期/%

G0/G1

69.78±4.28*

52.25±3.50

52.85±3.36

S

18.66±0.76*

28.86±1.42

28.12±1.25

G2/M

11.56±0.41*

18.89±0.80

19.03±0.62

细胞凋亡

率/%

17.28±3.23*

4.77±0.86

5.07±1.10

侵袭细胞数

31.12±3.50*

70.05±6.48

72.36±5.25

迁移细胞数

87.45± 6.12*

268.57±15.86

252.65±17.05

注：*：与Scrambled siRNA组比较，P＜0.05。
由表 4可见，各组细胞周期分布、细胞调亡率、

侵袭细胞数和迁移细胞数比较，差异均有统计学意

义（F 分别 =63.89、210.12、413.39、111.09、177.22、
466.17，P 均＜0.05）。Scrambled siRNA 组细胞在

G0/G1、S和G2/M期所占百分比与对照组比较，差异

均无统计学意义（t 分别=0.48、1.89、0.67，P 均＞

0.05）；与 Scrambled siRNA组比较，DOT1L siRNA组

细胞在G0/G1期所占百分比明显升高，而细胞在 S
和 G2 /M 期所占百分比明显降低（t分别=14.08、
26.00、34.88，P均＜0.05）。流式细胞仪检测结果显

示，Scrambled siRNA 组与对照组细胞凋亡率比较，

差异无统计学意义（t=0.44，P＞0.05）；但 DOT1L
siRNA 组细胞凋亡率较 Scrambled siRNA 组明显升

高（t=18.47，P＜0.05）。Transwell 小室检测结果显

示，Scrambled siRNA组与对照组中侵袭细胞数和迁

移细胞数比较，差异均无统计学意义（t分别=1.33、
3.44，P 均＞0.05）；与 Scrambled siRNA 组比较，

DOT1L siRNA 组中侵袭细胞数和迁移细胞数均明

显减少（t分别=22.37、39.09，P均＜0.05）。
2.5 DOT1L 对 HNSCC Tca-8113 细胞干性的影响

见表5
由表 5可见，各组中克隆球数和干细胞标志物

Nanog、CD44、SOX2的mRNA和蛋白表达水平比较，

差异均有统计学意义（F 分别 =114.98、214.91、
248.03、202.15、370.40、214.05、306.29，P均＜0.05）。

Scrambled siRNA组与对照组中克隆球数目比较，差

异无统计学意义（t=1.91，P＞0.05），DOT1L siRNA
组中克隆球数目较 Scrambled siRNA组明显减少（t=
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17.55，P＜0.05）；Scrambled siRNA 组与对照组细胞

中干细胞标志物Nanog、CD44、SOX2的mRNA和蛋

白表达水平比较，差异均无统计学意义（t分别=
1.21、2.88、1.06、2.67、1.55、1.61，P 均＞0.05），但

DOT1L siRNA 组中 Nanog、CD44、SOX2 的 mRNA 和

蛋白表达水平均明显低于 Scrambled siRNA组（t分

别=24.77、23.06、25.85、25.84、32.53、29.48，P均＜

0.05）。
表5 各组中克隆球数和干细胞标志物Nanog、CD44、SOX2表达水平

组别

DOT1L siRNA组

Scrambled siRNA组

对照组

克隆球数

3.64±1.51*

17.36±2.26

18.85±3.02

Nanog mRNA

0.57±0.05*

0.98±0.07

1.00±0.00

Nanog 蛋白

0.18±0.03*

0.47±0.03

0.50±0.04

SOX2 mRNA

0.64±0.04*

0.96±0.06

1.00±0.00

SOX2蛋白

0.23±0.02*

0.65±0.04

0.67±0.05

CD44 mRNA

0.53±0.04*

1.02±0.09

1.00±0.00

CD44蛋白

0.38±0.03*

0.93±0.06

0.96±0.07

注：*：与Scrambled siRNA组比较，P＜0.05。
3 讨论

研究表明，催化组蛋白赖氨酸甲基化的转移酶

在包括HNSCC在内的多种肿瘤中存在着异常表达，

而组蛋白甲基化修饰的异常与肿瘤的发生发展密

切相关[9]。EZH2 作为组蛋白赖氨酸甲基转移酶可

催化 H3K27me3，在 HNSCC 中高表达，且其表达水

平与患者肿瘤分级和预后不良有关。有研究认为，

EZH2 是 HNSCC 潜在的抗肿瘤靶点，抑制 EZH2 可

引起细胞凋亡、细胞周期阻滞和细胞生长减慢。组

蛋白甲基转移酶G9a可通过H3K9甲基化与 Snail相
互作用，在对上皮间质转化介导的HNSCC的转移和

癌干细胞样特征的维持方面发挥重要作用[10]。迄今

为止，发现的组蛋白甲基转移酶大约有 60余种，大

都与肿瘤的发生密切相关。因此，寻找、发现靶向

组蛋白甲基转移酶的小分子抑制剂应用于抗肿瘤

治疗不失为一条可行的途径。

DOT1L是组蛋白H3的第79位赖氨酸的特异性

的甲基转移酶，其异常表达与肿瘤发生发展密切相

关[11,12]。例如：胃癌中DOT1L高表达与患者分化程

度、淋巴结转移、TNM分期和不良预后有关；同时，

DOT1L可通过H3K79me2改变G1期细胞周期，进而

影响胃癌细胞增殖[13]。DOT1L在浸润性乳腺癌中表

达上调与患者的总生存率降低相关，同时可促进乳

腺癌细胞侵袭和转移[14]。另外，抑制DOT1L表达可

降低干细胞标记物 SOX2表达、减缓肿瘤生长，提高

整体生存率[15]。尽管已有学者指出，基质透明质酸

诱导的HNSCC肿瘤干细胞特性、肿瘤细胞侵袭和化

疗抵抗与DOT1L表达上调有关。但DOT1L在HN⁃
SCC中的表达意义及生物学作用并不完全清楚。

本 次 研 究 检 测 发 现 81 例 HNSCC 组 织 中

DOT1L mRNA 表达水平明显高于正常组织，其中

55.56％的HNSCC组织中DOT1L呈高表达，且高表

达DOT1L与HNSCC 患者分化程度、淋巴结转移、T
分期和病理分期有关（P均＜0.05），与 Song 等[13]在

胃癌中的研究一致，表明 DOT1L 可能在 HNSCC 发

生发展过程中发挥着重要作用。为进一步探索其

作用机理，本次研究通过细胞实验探索 DOT1L 对

HNSCC癌细胞生物学行为的影响。在 3 种HNSCC
细胞系中检测发现，Tca-8113细胞中DOT1L mRNA
和蛋白表达水平最高，故选择Tca-8113细胞进行后

续研究。通过转染DOT1L siRNA 成功下调DOT1L
表达后发现，Tca-8113细胞存活率、细胞在S和G2/M
期所占百分比以及细胞中干细胞标记物 Nanog、
CD44、SOX2的mRNA和蛋白表达均明显降低，同时

克隆细胞数、侵袭细胞数、迁移细胞数、克隆球数目

明显减少，而细胞在G0/G1期所占百分比和细胞凋

亡率明显升高，表明下调 DOT1L 表达可抑制 Tca-
8113细胞增殖、侵袭、迁移和干性并诱导细胞周期

阻滞和凋亡，这与Duan等[14]、Bozek等[15]关于DOT1L
在乳腺癌细胞侵袭、转移、胶质母细胞瘤干性方面

的研究一致。以上结果提示在HNSCC发生发展过

程中，异常高表达的DOT1L在肿瘤细胞增殖、侵袭、

迁移、凋亡和肿瘤细胞干性调节等过程中发挥着重

要作用。

综上所述，DOT1L在HNSCC中高表达，而抑制

其表达可抑制 Tca-8113细胞增殖、侵袭、迁移和肿

瘤干细胞特性并诱导细胞周期阻滞与凋亡。本次

研究关于DOT1L在HNSCC生物学意义方面的研究

局限于单一细胞系和细胞水平，还需从动物实验及

其他细胞系进行验证，同时DOT1L是通过何种途径

发挥作用也有待进一步深入研究。
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