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大鼠癫 持续状态后脑内ＰＰＡＲγ的表达

于　辛１，邵晓光２，孙　宏３，崔连奇１，黄远桂４

１．解放军４０１医院神经内科，青岛２６６０７１

２．解放军４０１医院北院区内二科，青岛２６６１００

３．西安交通大学第二附属医院神经内科，西安７１０００４

４．第四军医大学西京医院神经内科，西安７１００３２

　　［摘要］　目的　观察ＰＰＡＲγ在癫 持续状态后大鼠脑内的表达。方法　将雄性ＳＤ大鼠随机分为对照组和癫 组

（ｎ＝１０），制备锂匹罗卡品癫 模型，采用免疫组化及蛋白质印迹分析方法，观察对照组和造模成功的癫 大鼠脑内ＰＰＡＲγ
的表达分布和变化情况。采用免疫组化及蛋白质印迹分析方法，观察锂匹罗卡品模型大鼠脑内ＰＰＡＲγ的表达分布和变化情

况。结果　免疫组化显示ＰＰＡＲγ在正常大鼠脑内呈弱阳性表达，且主要表达在神经元上；癫 持续状态后在星形胶质细胞

上呈强阳性表达，神经元形态的细胞上亦有表达。蛋白质印迹分析显示癫 持续状态后ＰＰＡＲγ的表达明显增加。结论　大
鼠癫 持续状态后星形细胞上ＰＰＡＲγ表达增加，可能具有神经保护作用，这为癫 的神经保护治疗提供了一个新的研究方向。
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　　过氧化物酶体增殖物激活受体 （ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲ）是核激素受
体超家族的新成员，包括３种亚型，即α、β／δ和γ，

ＰＰＡＲγ是研究得最广泛的一种。它参与脂肪细胞
的分化、脂质合成、糖代谢及免疫调节，发挥重要的
生理功能。ＰＰＡＲγ也在中枢神经系统中表达，体外
研究显示，将皮质的神经元和胶质细胞进行混合培

养，ＰＰＡＲγ的配体能阻止脂多糖（ＬＰＳ）诱发的神经
元损害，提示ＰＰＡＲγ参与神经保护作用［１］。体内研
究也证实，ＰＰＡＲγ的配体对有炎症参与的神经系统
疾患具有保护作用，如缺血性中风［２］、多发性硬
化［３］、阿尔茨海默病［４］等。ＰＰＡＲγ在癫 后的表达

情况尚不清楚。

　　本研究观察了ＰＰＡＲγ在癫 持续状态后大鼠
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脑内的表达变化，以期为癫 的神经保护治疗提供

新的思路。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　盐酸匹罗卡品（Ｓｉｇｍａ公司），地西
泮（批号：４２０２０６７４，武汉滨湖双鹤药业有限公司）。
兔抗ＰＰＡＲγ、Ａｃｔｉｎ多克隆抗体、小鼠抗ＯＸ４２单克
隆抗体（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司），小鼠抗ＧＦＡＰ、ＮｅｕＮ单克
隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司），ＢＣＡ蛋白分析试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ
公司）。

１．２　实验动物及分组　雄性ＳＤ大鼠２０只，１２周
龄，体质量１８０～２２０ｇ，由第四军医大学实验动物中
心提供。饲养于１２ｈ１２ｈ光暗环境，给予标准饲
料，自由摄食及饮水。随机分为对照组和癫 组，每
组１０只。

１．３　锂匹罗卡品癫 模型制作　癫 组大鼠腹腔

注射新鲜配制的氯化锂１２７ｍｇ／ｋｇ，１８ｈ后注射东
莨菪碱１ｍｇ／ｋｇ，３０ｍｉｎ后注射盐酸匹罗卡品３０
ｍｇ／ｋｇ。癫 发作依据Ｒａｃｉｎｅ分级进行评定。癫
持续状态（ＳＥ）开始的标准为出现持续的Ⅳ级及以上
发作，发作间期无正常行为。间隔３０ｍｉｎ后未出现癫
发作的大鼠重复给予匹罗卡品。ＳＥ后１ｈ注射地

西泮（１０ｍｇ／ｋｇ）终止发作。正常对照组同法注射等
量的氯化锂和东莨菪碱，并用生理盐水代替匹罗卡
品。生理盐水注射１ｈ后也给予等剂量的地西泮。

１．４　免疫荧光染色检测ＰＰＡＲγ在背侧海马的定
位　分别于ＳＥ后１２ｈ、２４ｈ和３ｄ，将每组大鼠以戊
巴比妥深麻醉，先经升主动脉灌注冷生理盐水１００
ｍｌ，随即４％冷多聚甲醛液（ｐＨ７．４）先快速灌注２００
ｍｌ后，再慢速灌注３００ｍｌ。取脑后，后固定过夜，

３０％蔗糖溶液中（４℃）使组织沉底。选择背侧海马
部位（前囟后２．８～４．５ｍｍ水平），应用恒冷冰冻切
片机冠状位连续切片，厚１０μｍ，－２０℃保存。

　　取切片放入含０．３％Ｈ２Ｏ２的甲醇溶液２０ｍｉｎ，
漂洗后浸入含０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ３０ｍｉｎ。分别加入小鼠抗ＯＸ４２抗体（１５００）
和兔抗 ＰＰＡＲγ抗体（１５０）、小鼠抗 ＮｅｕＮ 抗体
（１５００）和兔抗 ＰＰＡＲγ 抗体 （１５０）、小鼠抗

ＧＦＡＰ抗体（１１５００）和兔抗 ＰＰＡＲγ抗体（１

５０），４℃过夜，加入 ＦＩＴＣ标记的抗小鼠ＩｇＧ（１

５００）和Ｃｙ３标记的抗兔ＩｇＧ（１５００），避光孵育２
ｈ，荧光显微镜观察，绿色（ＦＩＴＣ）激发／发射波长为

４８８／５２２ｎｍ，红色（Ｃｙ３）为５５０／５７０ｎｍ。

１．５　蛋白质印迹分析检测ＰＰＡＲγ表达的变化　将
大鼠处死后取脑，冰上分离海马，按８０ｍｇ／ｍｌ加入

３０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ，ｐＨ７．５，加入裂解液ＰＭＳＦ，冰
浴匀浆。离心取上清液，ＢＣＡ蛋白分析试剂盒测定
浓度，－２０℃保存。１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（先恒压

６０Ｖ，２０ｍｉｎ后增加到１２０Ｖ）。然后电转移至

ＰＶＤＦ膜上，恒压１００Ｖ，２ｈ。用含１０％脱脂奶粉的

ＴＢＳＴ封闭２ｈ。加入一抗兔抗ＰＰＡＲγ多克隆抗体
（１５００）和兔抗Ａｃｔｉｎ多克隆抗体（１２００），４℃过
夜；加入二抗羊抗兔 ＨＲＰ（１５０００），３７℃３０ｍｉｎ。

ＥＣＬ试剂盒化学发光法显色，胶片曝光。Ｋｏｄａｋ
ＤｉｇｉｔａｌＳｃｉｅｎｃｅ１Ｄ数字分析软件定量分析。

１．６　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＰＳＳ１．００软件进行分析，组间比较用ｔ检验，Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＰＡＲγ在正常及癫 大鼠背侧海马的定位　
对大鼠脑背侧海马层面进行免疫荧光染色，结果显
示（图１），正常鼠的大脑皮质、海马、丘脑、杏仁核皮
质均见ＰＰＡＲγ弱阳性表达，为神经元形态。核比胞
质深染，齿状回门区的中间神经元表达较颗粒细胞
和锥体细胞略强，几乎看不到胶质形态的阳性细胞。

ＳＥ１２ｈ后，大鼠的皮质、犁状区可见少量胶质形态
的阳性细胞，这样的细胞在内侧缰核表达更多。随
时间的延长，齿状回门区及内侧缰核的胶质形态的
阳性细胞增多，同时海马的ＣＡ１和ＣＡ３区也能见
到，ＣＡ３区较ＣＡ１区明显。

　　为了进一步明确ＰＰＡＲγ在癫 大鼠脑内的表

达情况，采用免疫荧光双标记的方法，分别用

ＰＰＡＲγ和不同的特殊标记物在大鼠海马齿状回进
行双标记（ＮｅｕＮ标记神经元、ＯＸ４２标记小胶质细
胞、ＧＦＡＰ标记星形胶质细胞），结果显示（图２），

ＧＦＡＰ阳性的胶质细胞（星形胶质细胞）ＰＰＡＲγ表
达阳性，而ＯＸ４２阳性的胶质细胞（小胶质细胞）不
表达ＰＰＡＲγ；ＮｅｕＮ阳性的神经元形态的细胞，包括
海马的锥体细胞、齿状回颗粒细胞及中间神经元，

ＰＰＡＲγ表达均为阳性。

２．２　ＳＥ后ＰＰＡＲγ表达的变化　蛋白质印迹分析
检测到相对分子质量约５２０００的特异性条带，应用
凝胶成像分析系统测阳性条带的光密度值，用

ＰＰＡＲγ条带与内参照βａｃｔｉｎ条带之间光密度的比
值来表示ＰＰＡＲγ的表达量。结果表明（图３），ＳＥ
后１２ｈ，大鼠海马ＰＰＡＲγ蛋白的表达较正常对照略
增高，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；２４ｈ达到高
峰，与对照组比较有统计学差异（Ｐ＜０．０１）；７２ｈ略
下降，但仍高于对照组（Ｐ＜０．０５）。
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图１　癫 后ＰＰＡＲγ在海马门区、ＣＡ１、ＣＡ３、皮质和内侧缰核的表达

Ｆｉｇ１　ＰＰＡＲγｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｔｉｃｕｓｉｎｓｕｂｆｉｅｌｄｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ｈｉｌｕｓｒｅｇｉｏｎ，ＣＡ１，ＣＡ３），

ｃｏｒｔｅｘａｎｄＭＨＢｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇ
ＭＨＢ：Ｍｅｄｉａｌｈａｂｅｎｕｌａｒｎｕｃｌｅｕｓ

图２　免疫荧光双标记显示癫 持续状态后２４ｈＰＰＡＲγ在齿状回的定位

Ｆｉｇ２　ＣｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＰＡＲγｂｙｄｏｕｂｌｅｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓ２４ｈａｆｔｅｒｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｔｉｃｕｓ
Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图３　ＰＰＡＲγ在癫 （ＳＥ）后的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγａｔ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｔａｔｕｓｅｐｉｌｅｔｉｃｕｓ（ＳＥ）

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　癫 是中枢神经系统常见的发作性疾病，海马
神经元损害是颞叶癫 典型的病理改变之一，并与
致 密切相关。炎症、氧化反应与癫 的病理变化

及癫 后的脑损伤密切相关，在一定程度上决定着
癫 的发生、发展。在初始损害之初或之后给予抗
炎、抗氧化治疗，可起到保护神经元、阻止癫 再次

发作的作用［５］。

　　近来研究显示，ＰＰＡＲγ参与人体多种代谢和疾
病的生理病理过程。在中枢神经系统中，ＰＰＡＲγ的
激活被证实能够减轻急慢性神经损伤的炎症反应，
抑制炎症因子、趋化因子的表达，阻止损伤的中枢神
经系统致炎转录因子的激活，并具有明确的抗炎、抗
氧化作用，成为极具潜力的神经保护治疗途径［６］，为
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神经系统变性病、炎性疾病、中风等疾病的治疗的提
供了一个新的方向。ＰＰＡＲγ可以在多种神经细胞
上表达。但其在不同细胞上的作用研究非常有限。
体外实验显示，使用人工合成配体促进神经元上

ＰＰＡＲγ的表达后，能明显抑制活性氧簇（ＲＯＳ）导
致的环氧化酶（ＣＯＸ２）过表达引起的神经元损害，
该作用能被ＰＰＡＲγ拮抗剂ＧＷ９６６２完全拮抗。说
明神经元上表达的ＰＰＡＲγ具有神经保护作用［７］。
体外培养的小胶质细胞也能表达ＰＰＡＲγ，其在小胶
质细胞上的表达是受严格调节的，并与小胶质细胞
的功能状态有关［８］。

　　本研究观察了锂匹罗卡品癫 模型大鼠脑内

ＰＰＡＲγ的表达和变化情况，结果显示，ＰＰＡＲγ在正
常大鼠脑内呈弱阳性表达，主要表达在神经元上；

ＳＥ后表达增加，并于２４ｈ达到最高峰，主要在星形
胶质细胞上表达。

　　星形胶质细胞作为脑内一种重要的神经细胞有
很多功能，如从突触中摄取谷氨酸、缓冲神经元激活
后导致的［Ｋ＋］０增加、维持细胞外的低ｐＨ、调节渗
透压等，这些对于保持中枢神经系统兴奋性的最佳
水平至关重要。因此，星形胶质细胞的功能异常与
神经元的兴奋性增加而导致的癫 有关［９］。星形胶
质细胞还是脑内的抗氧化屏障，其在氧化损伤中起
到重要的保护作用。一方面因为星形细胞含有高浓
度的抗氧化物，金属硫蛋白Ⅰ和Ⅱ只存在于星形胶
质细胞；另一方面，星形细胞合成谷胱甘肽（ＧＳＨ），
并参与维生素Ｃ再循环，发挥抗氧化及防护神经元
的作用。本研究结果显示，ＳＥ后ＰＰＡＲγ在星形细
胞上表达显著增加，推测癫 后星形细胞上ＰＰＡＲγ
表达的增加可能具有神经保护作用，这为癫 的神

经保护治疗供了一个新的研究方向。

　　Ｚｈａｏ等［７］研究显示，脑缺血后数小时脑梗死区
周围ＰＰＡＲγ的表达即增多，主要表达于小胶质细
胞，在神经元的表达略少；随后ＰＰＡＲγ阳性细胞迅
速下降，在缺血损伤后２ｄ达最低，此时炎症已很明
显，梗死区周围有巨噬细胞浸润和小胶质细胞激活。
这一现象说明，小胶质细胞的激活抑制了ＰＰＡＲγ
的表达。随着炎症的进一步发展，ＰＰＡＲγ的表达被
激活的小胶质细胞及其炎性介质进一步下调。这与
本研究在癫 模型中观察到的结果有较大差异。本
研究结果显示在ＳＥ后，强阳性ＰＰＡＲγ的表达主要

在齿状回、门区及缰核星形胶质细胞中，反应也并非
十分迅速，而是ＳＥ后２４ｈ才达到高峰，机制不明。
炎性介质对ＳＥ后对小胶质细胞上ＰＰＡＲγ表达的
影响，本实验尚不能确定。这种观察结果的差异，可
能与模型选择和观察的时间点有关，我们将进一步
研究予以证实。

［参 考 文 献］

［１］　ＬｏａｎｅＤＪ，ＤｅｉｇｈａｎＢＦ，ＣｌａｒｋｅＲＭ，ＧｒｉｆｆｉｎＲＪ，ＬｙｎｃｈＡＭ，

ＬｙｎｃｈＭＡ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４ｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅｉｎｔｈｅａｇｅｄｂｒａｉｎ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＡｇｉｎｇ，２００９，

３０：９２０９３１．
［２］　ＺｈａｏＸ，ＳｔｒｏｎｇＲ，ＺｈａｎｇＪ，ＳｕｎＧ，ＴｓｉｅｎＪＺ，ＣｕｉＺ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕ

ｒｏｎａｌＰＰＡＲｇａｍｍａｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｃｒｅａｓｅｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｂｒａｉｎ

ｄａｍａｇｅａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００９，２９：６１８６

６１９５．
［３］　ＰａｉｎｔｌｉａＡＳ，ＰａｉｎｔｌｉａＭ Ｋ，ＳｉｎｇｈＩ，ＳｉｎｇｈＡ Ｋ．ＩＬ４ｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎ

ｈｉｂｉｔｓＮＦｋａｐｐａＢｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ
（ＣＮＳ）ｇｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｓｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｕｎ

ｄｅｒｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＣＮＳ

ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｎｇｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００６，１７６：４３８５４３９８．
［４］　ＴｓｕｋｕｄａＫ，ＭｏｇｉＭ，ＩｗａｎａｍｉＪ，ＭｉｎＬＪ，ＳａｋａｔａＡ，ＪｉｎｇＦ，ｅｔ

ａｌ．Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｅｆｉｃｉｔｉｎａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａｉｎｊｅｃｔｅｄｍｉｃｅｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄ

ｂｙｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈａｌｏｗｄｏｓｅｏｆｔｅｌｍｉｓａｒｔａｎｐａｒｔｌｙｂｅｃａｕｓｅ

ｏｆｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，２００９，５４：７８２７８７．

［５］　ＶｅｚｚａｎｉＡ，ＧｒａｎａｔａＴ．Ｂｒａｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｅｐｉｌｅｐｓｙ：ｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｅｖｉｄｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｅｐｉｌｅｐｓｉａ，２００６，４６：１７２４１７４３．
［６］　ＢｏｒｄｅｔＲ，ＧｅｌＰ，ＤｕｒｉｅｚＰ，ＦｒｕｃｈａｒｔＪＣ．ＰＰＡＲｓ：ａｎｅｗｔａｒｇｅｔ

ｆｏｒｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｌＮｅｕｒｏｓｕｒｇＰｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２００６，

７７：２８５２８７．
［７］　ＺｈａｏＹ，ＰａｔｚｅｒＡ，ＨｅｒｄｅｇｅｎＴ，ＧｏｈｌｋｅＰ，ＣｕｌｍａｎＪ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓｇａｍｍａ

ｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｂｙａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｃｙｃｌｏｏｘｙ

ｇｅｎａｓｅ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｉｎｒａｔｓ
［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００６，２０：１１６２１１７５．

［８］　ＢｅｒｎａｒｄｏＡ，ＬｅｖｉＧ，ＭｉｎｇｈｅｔｔｉＬ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ（ＰＰＡＲｇａｍｍａ）ａｎｄｉｔｓｎａｔｕ

ｒａｌｌｉｇａｎｄ１５ｄｅｏｘｙＤｅｌｔａ１２，１４ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＪ２ｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａ

ｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０００，１２：２２１５

２２２３．
［９］　Ｄ’ＡｍｂｒｏｓｉｏＲ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｇｌｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｉｏｎｃｈａｎｎｅｌｓｉｎｓｅｉ

ｚｕｒｅｓａｎｄｅｐｉｌｅｐｔｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２００４，１０３：９５

１０８．

［本文编辑］　孙　岩


