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【摘要】 目的 研究基质细胞衍生因子1（SDF⁃1）对小鼠RAW264.7巨噬细胞迁移和极化的影

响及机制。方法 对体外培养对数生长期小鼠RAW264.7巨噬细胞采用SDF⁃1和（或）磷脂酰肌醇3⁃
激酶（PI3K）抑制剂 LY294002 处理，Transwell 检测细胞的迁移情况；反转录聚合酶链反应（RT⁃
PCR）检测各组细胞相关基因的表达；流式细胞术检测M1、M2巨噬细胞特异性表面标志物；ELISA测

定细胞因子；Western blot检测PI3K/蛋白激酶B1（AKT1）蛋白磷酸化水平。使用SPSS 21.0软件进行

统计学分析。结果 SDF⁃1可以促进巨噬细胞的迁移，SDF⁃1组的细胞迁移数从（90 ± 16）上升至

（199±9），差异有统计学意义（t=12.010，P＜0.001），并显著提高巨噬细胞M2向极化诱导过程中抗炎

相关基因白细胞介素10（IL⁃10）、转化生长因子β（TGF⁃β）的表达水平，IL⁃10表达量从（1.015±0.111）
上升至（3.686 ± 0.268），差异有统计学意义（t = 15.960，P＜0.001）；CD206+M2样巨噬细胞占比增加

11.5%；PI3K/AKT1蛋白磷酸化水平显著增加，p⁃AKT1表达从（1.02±0.09）增长至（1.47±0.12），差异

有统计学意义（t = 5.082，P = 0.007），促进巨噬细胞向M2极化。LY294002抑制了 PI3K/AKT1蛋白

磷酸化，P⁃AKT1表达从（1.02 ± 0.09）减少至（0.41 ± 0.13），差异有统计学意义（t= 6.503，P = 0.002）。

并使SDF⁃1诱导巨噬细胞迁移的能力下降，细胞迁移数从（90±16）下降至（60±11），差异有统计学意

义（t=3.133，P = 0.02），同时下调了M2巨噬细胞极化诱导过程中抗炎相关因子 IL⁃10、TGF⁃β的表达

水平，IL⁃10表达量从（1.015±0.111）下降至（0.608±0.034），差异有统计学意义（t=6.075，P＜0.001）；

CD206+M2样巨噬细胞占比减少10.3%。与SDF⁃1处理组相比，SDF⁃1和LY294002联合处理组M2巨
噬细胞极化诱导过程中抗炎相关因子 IL⁃10、TGF⁃β的表达下降（tIL ⁃ 10 = 14.730，PIL⁃10＜0.001，tTGF⁃β =
31.180，PTGF⁃β＜0.001），M1巨噬细胞极化过程中促炎因子 IL⁃6、肿瘤坏死因子α（TNF⁃α）表达无明显变

化。结论 SDF⁃1可显著促进巨噬细胞向M2型极化，其机制可能与激活PI3K/AKT1信号通路相关。
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【Abstract】 Objective To explore the effect and mechanism of stromal cell⁃derived factor 1（SDF⁃1）
on migration and polarization of mouse RAW264.7 macrophages. Methods RAW264.7 macrophages in

vitro were treated with SDF⁃1 and/or phosphotidylinsitol⁃3⁃kinase（PI3K）inhibitor LY294002. Transwell
was used to detect cell migration. Reverse transcription⁃polymerase chain reaction（RT⁃PCR）was used to
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巨噬细胞是高度可塑性的异质性免疫细胞，在

伤口愈合和宿主防御中起着不可或缺的作用［1］。根

据损伤修复局部微环境的变化，巨噬细胞可极化为

具有不同功能的细胞亚群，即经典激活M1型巨噬

细胞和替代激活M2型巨噬细胞［2］。M1型巨噬细胞

可以促进炎症的产生，吞噬消灭细菌，产生降解坏

死组织的酶；M2型巨噬细胞则产生趋化因子或生长

因子，促进血管形成，吸引能产生胶原蛋白和细胞

外基质的成纤维细胞［3］。巨噬细胞在修复过程中的

表型转换，即由促炎型（M1型）向抗炎型（M2型）的

转变是调节细胞外基质重构、促进损伤组织向无瘢

痕修复的关键。

基质细胞衍生因子1（stromal cell⁃derived factor 1，
SDF ⁃ 1）属 于 CXC 型 趋 化 因 子（chemokine CXC
subfamily），又称趋化因子配体12［chemokine（C⁃X⁃C
motif）ligand 12，CXCL⁃12）］，最初在小鼠骨髓基质

细胞分泌的细胞因子中被发现［4］。SDF⁃1是一组相

对分子质量为 8 000 ~ 14 000的小分泌蛋白［5］，参与

细胞活化、分化和迁移［6］。SDF⁃1可参与平衡心脏受损

处M1/M2型巨噬细胞的比例，减少心肌梗死后的纤

维化，促进心脏组织结构的恢复［7］。本课题组前期

的研究结果显示，SDF⁃1可以明显改善新生“牙髓”

的组织构成，巨噬细胞聚集［8］，促进新生组织的血管

形成，延缓和减少新生组织的矿化［9］，其作用机制仍

然不清楚。已有研究表明，SDF⁃1通过与特定的G
蛋白偶联受体结合，可启动某些信号通路，其中磷

脂酰肌醇 3⁃激酶/蛋白激酶B（phosphatidylinositol⁃3⁃
kinase/protein kinase B，PI3K/AKT）信号通路参与多

种生理过程，能调控细胞存活、转移和新陈代谢，在

血管生成和炎症因子募集中发挥作用［10⁃11］。本研究

旨在探讨 SDF⁃1对巨噬细胞极化的影响，以及与

PI3K/AKT1信号通路之间的关系。

材料与方法

一、实验材料

小鼠单核-巨噬细胞系RAW264.7（苏州海星生

物科技有限公司）；DMEM高糖培养基（Hyclone，美
国）；青链霉素混合液（双抗）、L⁃谷氨酰胺（北京索莱

宝科技有限公司）；胎牛血清（Zata Life，乌拉圭）；

SDF ⁃1［生工生物工程（上海）股份有限公司］；

LY294002（MCE，美国）；APC标记大鼠抗小鼠CD86
单克隆抗体、PE标记大鼠抗小鼠CD206单克隆抗体

detect the expression of related genes in each group. The specific surface markers of M1 and M2
macrophages were detected by flow cytometry. Cytokines were determined by ELISA. The phosphorylation
level of PI3K/AKT1 protein was detected by Western blot. Results SDF⁃1 could promote the migration of
macrophages. The number of migrating cells in SDF⁃ 1 group increased from（90 ± 16）to（199 ± 9）（t =
12.010，P＜0.001） and the expression levels of anti ⁃ inflammatory related genes IL ⁃ 10 and TGF ⁃ β

significantly increased during the induction of M2 polarization in macrophages. The expression of IL ⁃ 10
increased from（1.015± 0.111）to（3.686± 0.268）（t=15.960，P＜0.001）. The proportion of CD206+ M2⁃
like macrophages increased by 11.5%. The phosphorylation level of PI3K/AKT1 protein was significantly
increased，and the expression of p ⁃AKT1 increased from（1.02 ± 0.09）to（1.47 ± 0.12）（t = 5.082，P =
0.007）. which promoted the polarization of macrophages towards M2. LY294002 inhibited the
phosphorylation of PI3K/AKT1 protein，and the expression of p ⁃Akt1 decreased from（1.02 ± 0.09）to
（0.41±0.13）（t=6.503，P=0.002）. The migration ability of macrophages induced by SDF⁃1 was decreased
from（90 ± 16） to（60 ± 11）（t = 3.133，P = 0.02）. At the same time，the expression levels of anti ⁃
inflammatory related factors IL ⁃ 10 and TGF ⁃ β during the polarization of M2 macrophages were down ⁃
regulated. The expression of IL ⁃ 10 decreased from（1.015 ± 0.111）to（0.608 ± 0.034）（t = 6.075，P＜
0.001）. The proportion of CD206+ M2⁃like macrophages decreased by 10.3%. Compared with the SDF⁃1
treatment group，the expression of anti⁃inflammatory related factors IL⁃10 and TGF⁃β in the polarization of
M2 macrophages in the SDF⁃1 and LY294002 combined treatment group decreased（tIL⁃10 = 14.730，PIL⁃10＜

0.001，tTGF⁃β = 31.180，PTGF⁃β＜0.001），while the expression of pro⁃inflammatory factors IL⁃6 and TNF⁃α in
the polarization of M1 macrophages did not change significantly. Conclusion SDF⁃1 could significantly
promote the M2 polarization of macrophages，possibly by activating the PI3K/AKT1 signaling pathway.

【Key words】 Stromal cell ⁃ derived factor 1； Macrophage； Macrophage polarization； PI3K/
AKT1 signaling pathway
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（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）；GAPDH内

参、PI3K、AKT1、磷酸化AKT1（p⁃AKT1）、单克隆抗

体、山羊抗小鼠/兔 IgG⁃HRP WB二抗［艾比玛特生

物医药（上海）有限公司］；BCA蛋白定量试剂盒（上

海碧云天生物技术公司）；总RNA提取试剂（Trizol
试剂）、2×预混实时荧光定量快速PCR反应体系（含

ROXⅡ）（北京康润诚业生物科技有限公司）；

PrimeScriptTM RT reagent Kit（TaKaRa，日本）；PCR上

下游引物［生工生物工程（上海）股份有限公司］；

ELISA试剂盒（江苏酶免实业有限公司）。

二、实验方法

1. 细胞培养与实验分组：小鼠巨噬细胞

RAW264.7采用含有10%胎牛血清的DMEM培养基，

于37 ℃ 5% CO2恒温培养箱中培养。取对数生长期

细胞，制成单细胞悬液，以2×105个/孔的浓度接种于

6孔细胞培养板中，过夜培养，根据研究设计加入不

同的培养基进行培养，分组如下：（1）对照组：基础

培养基；（2）SDF⁃1组：基础培养基中加入 SDF⁃1，
SDF⁃1的终浓度为 50 ng/mL；（3）LY294002组：基础

培养基中加入 PI3K抑制剂 LY294002，LY294002的

终浓度为2 μmol/L；（4）SDF⁃1+LY294002组：基础培

养基中含终浓度为 50 ng/mL的 SDF⁃1和 2 μmol/L
LY294002。按上述分组进行下列研究。

2. Transwell细胞迁移实验：用无血清DMEM重悬

细胞，调整细胞浓度，将细胞悬液缓慢加入Transwell
小室的上室，Transwell上下室根据分组分别加入不

同的培养基（图1），每组设置3个复孔，37 ℃ 5% CO2

培养箱内培养 24 h。4%多聚甲醛溶液固定 20 min，
加入 0.1%结晶紫染色液进行染色 30 min，倒置显微

镜下观察并采集图像，随机选取5个视野，ImageJ软
件对穿模细胞进行计数。

3. 细胞因子检测：如1所述实验分组，根据分组

在贴壁的细胞中加入相应的培养基，培养24 h，留取

细胞及其上清进行下列检测。

（1）实时荧光定量RT⁃PCR：使用RNA提取试剂

盒（北京康润诚业生物科技有限公司）提取总RNA，

测定 RNA 浓度后使用 PrimeScript RT 试剂进行

cDNA合成。将制备好的反应液置于 PCR荧光仪

（Thermo Fisher，美国）中进行 PCR 扩增反应，以

GAPDH为内参分析白细胞介素6（IL⁃6）、肿瘤坏死因

子α（TNF⁃α）、IL⁃10、转化生长因子β（transforming
growth factor⁃β，TGF⁃β）的基因表达水平。实验中所

需引物的序列见表1。

（2）酶联免疫吸附试验：采用酶联免疫吸附试验

测定细胞培养上清液中 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃10和TGF⁃β
的浓度水平。梯度稀释后的标准品和稀释一定倍

数的细胞上清样品，加入预包被捕获抗体的孔板

里，加入辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，
HRP）标记的检测抗体，37 ℃孵育1 h。充分洗涤后

加入 TM显色液 37 ℃避光显 10 ~ 30 min后终止显

色，使用酶标仪检测吸光度（A）值（波长450 nm处），

计算得出细胞上清液中 IL⁃6、TNF⁃α、IL⁃10和TGF⁃β
的实际浓度。

4. 流式细胞术检测巨噬细胞表面标志物：提取

细胞并使用磷酸盐缓冲液（PBS）重悬细胞，加入

5 μL APC标记大鼠抗小鼠CD86单克隆抗体、5 μL
PE标记大鼠抗小鼠CD206单克隆抗体，4 ℃避光孵

育30 min，随后用预冷的PBS洗涤并重悬细胞，并在

2 h内进行流式细胞分析。在流式实验中设置匹配

的同型对照组。通过流式细胞仪检测获得流式细

胞术数据，并使用FlowJo软件进行分析。

5. 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PI3K/
AKT1信号通路相关蛋白：将PBS置于冰上预冷后洗

图1 Transwell细胞迁移实验分组示意图

基因

IL⁃6

TNF⁃α

IL⁃10

TGF⁃β

GAPDH

引物序列

5′⁃CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGAC⁃3′
5′⁃TCTGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTG⁃3′
5′⁃GGACTAGCCAGGAGGGAGAACAG⁃3′
5′⁃GCCAGTGAGTGAAAGGGACAGAAC⁃3′
5′⁃AGAGAAGCATGGCCCAGAAATCAAG⁃3′
5′⁃CTTCACCTGCTCCACTGCCTTG⁃3′
5′⁃ACCGCAACAACGCCATCTATGAG⁃3′
5′⁃GGCACTGCTTCCCGAATGTCTG⁃3′
5′⁃GGCAAATTCAACGGCACAGTCAAG⁃3′
5′⁃TCGCTCCTGGAAGATGGTGATGG⁃3′

表1 基因引物序列
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涤板中细胞，重复 3次，加入含有蛋白酶抑制剂的

RIPA蛋白裂解液（RIPA Lysis Buffer）后转移至1.5 mL
EP管中，冰上放置裂解 30 min，4 ℃、12 000 ×g离心

20 min，取上清，BCA蛋白浓度测定试剂盒定量后，

取各组蛋白进行 SDS⁃PAGE（sodium dodecyl sulfate⁃
polyacrylamide gel electrophoresis）电泳分离转膜至

聚偏二氟乙烯（Polyvinylidene fluoride，PVDF）膜上，

分别加一抗，用脱脂奶粉封闭后，在摇床上慢速摇动

2 h，经TBST洗涤3次，5 min/次；室温用二抗，稀释比例

为 1∶20 000，孵育2 h，TBST清洗后，使用增强型化学

发光（enhanced chemiluminescence，ECL）试剂盒曝光。

三、统计学处理方法

SPSS 21.0软件进行统计学分析，各组数据以x±s

表示，对照组和实验组对小鼠巨噬细胞RAW264.7
PI3K/AKT1信号通路的影响采用独立样本t检验；对照

组和实验组对小鼠巨噬细胞RAW264.7迁移的影响

采用独立样本 t检验；对照组和实验组小鼠巨噬细胞

RAW264.7相关炎症因子相对表达量和蛋白的表达

采用独立样本 t检验；P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、基质细胞衍生因子1和LY294002干预对巨

噬细胞PI3K/AKT1信号通路的影响

Western blot结果（图 2A）显示，与对照组相比，

SDF⁃1组 PI3K、AKT1、p⁃AKT1的表达增加，p⁃AKT1
表达从（1.02 ± 0.09）增长至（1.47 ± 0.12），差异有统

计学意义（t=5.082，P=0.007，图2B）；LY294002干预

后可降低PI3K、AKT1、p⁃AKT1的表达，p⁃AKT1表达

从（1.02 ± 0.09）减少至（0.41 ± 0.13），差异有统计学

意义（t = 6.503，P = 0.002，图 2B）。与 SDF⁃1组相比

较，SDF⁃1+LY294002组PI3K、AKT1、p⁃AKT1的表达

略有下降，p⁃AKT1表达从（1.47±0.12）减少至（0.93±
0.04），差异有统计学意义（t=7.228，P=0.002，图2B）

二、基质细胞衍生因子1和LY294002干预对巨

噬细胞迁移的影响

小鼠巨噬细胞RAW264.7的迁移结果（图3A）显
示：与对照组相比，SDF⁃1组细胞迁移数量显著增加，

从（90± 16）上升至（199± 9），差异有统计学意义（t=
12.010，P＜0.001，图 3B）；而 PI3K抑制剂 LY294002
组的细胞迁移数量减少，从（90 ± 16）下降至（60 ±
11），差异有统计学意义（t=3.133，P=0.020，图3B）；

与 SDF⁃1组相比，SDF⁃1与LY294002联合处理组的

细胞迁移数量减少，从（199 ± 9）下降至（149 ± 10），

差异有统计学意义（t=7.705，P＜0.001，图3B）。
三、基质细胞衍生因子1和LY294002干预对巨

噬细胞极化的影响

1. 细胞因子的分泌：RT⁃PCR（图 4A）和 ELISA
（图4B）结果显示，（1）与对照组相比，SDF⁃1组M2型巨

噬细胞标志物 IL⁃10和TGF⁃β表达均显著上调，IL⁃10

表达量从（1.015 ± 0.111）上升至（3.686 ± 0.268），差

异有统计学意义（t=15.960，P＜0.001，图4A），M1型
巨噬细胞标志物 IL⁃6表达量从（1.005 ± 0.124）上升

至（1.769±0.157），差异有统计学意义（t=6.595，P＜
0.001，图 4A）；LY294002组M2型巨噬细胞标志物

IL⁃10和 TGF⁃β 表达均显著下调，IL⁃10表达量从

（1.015 ± 0.111）下降至（0.608 ± 0.034），差异有统计

学意义（t = 6.075，P＜0.001，图 4A），M1型巨噬细胞

标志物 TNF ⁃ α表达量从（1.001 ± 0.049）下降至

（0.639 ± 0.021），差异有统计学意义（t = 11.670，P＜
0.001，图 4A），IL⁃6 mRNA基因表达下调（图 4A），但

蛋白表达无明显变化（图 4B）；（2）与 SDF⁃1组相比，

SDF⁃1和LY294002联合处理组M2型巨噬细胞标志

图 2 基质细胞衍生因子 1（SDF⁃1）激活巨噬细胞磷脂酰肌醇 3⁃激酶/蛋白激酶 B1（PI3K/AKT1）信号通路 A：蛋白免疫印迹法检测小鼠

RAW264.7巨噬细胞中PI3K、AKT1、磷酸化AKT1（p⁃AKT1）的蛋白表达，B：蛋白相对表达量结果统计学分析图，a P＜0.05，bP＜0.001。

A B
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物 IL⁃10和TGF⁃β表达均下调，IL⁃10表达量从（3.686±
0.268）下降至（1.189 ± 0.119），差异有统计学意义

（t=14.730，P＜0.001，图4A），M1型巨噬细胞标志物

IL⁃6和TNF⁃α表达无明显变化（P＞0.05）。
2. 巨噬细胞表面标志物：流式细胞术结果（图5）

显示，（1）与对照组相比，SDF⁃1组CD206+M2样巨

噬细胞占比升高 11.5%，CD86+M1样巨噬细胞无明

显变化；LY294002组CD206+M2样巨噬细胞占比降

低 10.3%，CD86+M1样巨噬细胞占比无明显变化；

（2）与 SDF⁃1组相比较，SDF⁃1和 LY294002联合处

理组CD206+M2样巨噬细胞占比降低11.3%，CD86+
M1样巨噬细胞表达无明显变化。

A B

A

B

图3 Transwell迁移实验检测基质细胞衍生因子1（SDF⁃1）、LY294002对巨噬细胞迁移的影响 A：对照组、实验组巨噬细胞的迁移情况（结晶

紫染色）；B：迁移细胞数统计分析，aP＜0.05，bP＜0.001。

图4 基质细胞衍生因子1（SDF⁃1）、LY294002对巨噬细胞细胞因子分泌的影响 A：反转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）检测M2巨噬细胞标志物

白细胞介素 10（IL⁃10）、转化生长因子β（TGF⁃β）和M1巨噬细胞标志物 IL⁃6、肿瘤坏死因子α（TNF⁃α）的mRNA的表达；B：ELISA检测上清中

IL⁃10、TGF⁃β、IL⁃6和TNF⁃α 细胞因子的浓度；aP＜0.05，bP＜0.001。
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讨 论

组织再生过程中对细胞外基质（extracellular
matrix，ECM）的适当调控可以减少瘢痕和促进功能组

织的形成。巨噬细胞作为免疫系统的重要组分，对

组织修复和维持组织稳态具有重要影响［12］。在组织

重构/炎症清除/成熟阶段，M2型巨噬细胞合成构建基

质的酶如基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，
MMP），降解过度形成的血管和细胞外基质［13］。巨

噬细胞在体内外微环境影响下［14］，可极化成不同的

表型，呈现出不同的功能，并且M1型和M2型细胞

在特定的情况下可以相互转换［15］，在组织损伤愈合

的不同阶段分别发挥不同的生物学作用。

SDF⁃1是可对多种细胞包括T淋巴细胞和单核

细胞趋化的CXC型趋化因子，在干细胞归巢到局部

受损组织中起着趋化作用［16］，也被证实在促进损伤

组织修复中发挥作用［17］。牙髓再生性治疗的主要

问题之一是根管中形成的新生组织为骨样/牙骨质

样的矿化组织，而非具有正常牙髓组织结构的牙髓

组织。在本课题组前期的牙髓再生性研究中发现，

SDF⁃1可以延缓根管内新生组织的矿化速度以及矿化

的范围，新生组织中的胶原纤维排列更为有序［18］。

另有研究表明，SDF⁃1可以有效地募集单核巨噬细

胞并诱导其极化［19］，而巨噬细胞与组织修复再生过

程中的细胞外基质的形成密切相关。为了解SDF⁃1与
巨噬细胞相互之间可能的作用机制，本研究对SDF⁃1
对巨噬细胞的迁移、极化，以及 PI3K/AKT1信号通

路的影响进行了探讨。首先探讨了 SDF⁃1对巨噬

细胞 PI3K/AKT1信号通路的影响，结果显示 SDF⁃1
可以激活巨噬细胞PI3K/AKT1信号通路，对AKT1、
p⁃AKT1的作用更为明显，P13K抑制剂LY294002不
能完全抑制SDF⁃1的激活作用。

巨噬细胞迁移和极化是受多因子相互作用的

复杂过程，其极化过程受多种信号通路的调控，其

中 PI3K/AKT 信号通路通过控制炎症细胞因子、

miRNA的表达和影响细胞吞噬、自噬和细胞代谢等

功能，在巨噬细胞生物学和炎症疾病调节中具有独

特的亚型特异性作用［20］。在对 SDF⁃1通过 PI3K/
AKT1信号通路对巨噬细胞迁移和极化影响的研究

中，结果显示 PI3K抑制剂 LY294002明显抑制巨噬

细胞的迁移能力，SDF⁃1促进巨噬细胞迁移的能力

受到LY294002的明显抑制，提示SDF⁃1促进巨噬细

胞迁移能力与 PI3K/AKT1信号通路有关。有研究

显示，PI3K/AKT信号通路不仅调节巨噬细胞的存

活、迁移和增殖，也协调巨噬细胞对不同代谢和炎

症信号的反应［21］。本研究结果提示SDF⁃1能对巨噬

图5 基质细胞衍生因子1（SDF⁃1）、LY294002对巨噬细胞表面标志物的影响 A：流式细胞术检测巨噬细胞M2分化标志物CD206表达变化；

B：流式细胞术检测巨噬细胞M1分化标志物CD86表达变化。

A

B
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细胞的极化产生影响，在本研究的观察时间点上，

SDF⁃1促进巨噬细胞的极化，对M2向极化的作用更

明显，值得注意的是，通过抑制PI3K信号通路，SDF⁃1
促进巨噬细胞M2向极化的作用受到明显抑制，但

对M1向极化的作用没有明显的抑制，提示SDF⁃1对
巨噬细胞极化的影响仅部分通过 PI3K/AKT1信号

通路发挥作用，SDF⁃1可能还通过其他的方式发挥

作用。

本研究在体外初步观察到 SDF⁃1可激活 PI3K/
AKT1信号通路，并促进巨噬细胞M2向极化，PI3K
抑制剂 LY294002可明显抑制该作用，相比之下，

SDF⁃1和 PI3K/AKT1信号通路对巨噬细胞M1向极

化的影响相对较小。细胞生物学功能的实现具有

复杂的机制，本研究结果初步探讨了 SDF⁃1的作用

机制，还需要更进一步的研究提供更多的依据。
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