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. 引言
随着人口老龄化的发展! 脑退行性疾病和认知功能衰退

将成为人类!特别是老年人群的"第一杀手#$ 据报道!中老年
人群中约 A?U主诉有记忆减退%客观记忆检查依据测验方法
的不同!记忆力异常率可达 X>U!BgU$目前!全世界老年记忆
障碍患者人数约 > ??? 万! 中国患者人数已达 A?? 万hF??
万%FA 岁以上的老年人中!约有 A"罹患记忆障碍!年龄超过
gA岁的老年人中这一比例接近 A?"$老年记忆障碍现已经成

为探讨海洋胶原肽!/01"对老年学习记忆的改善作用及其机制#选用 2. 月龄雌性 3456789: 小鼠#随机分为老年对照组
和 ; 个 /<1 干预组#分别喂饲添加 .$.=>>!$?=@@!和 A=;2! /<1 的特殊加工饲料#另设 ; 月龄青年对照组#喂饲普通小鼠生
长饲料#干预 9 个月后应用跳台试验和 /,%%B# 水迷宫试验进行行为学检测%CB##D 染色观察海马形态学%同时检测各组动物肝脏中
超氧化物歧化酶!EFG"活性和丙二醛!/HI"含量及海马组织中脑源性神经营养因子!6HJK"的表达情况& 结果表明#/<1 干预
后老龄小鼠的空间学习记忆能力和被动回避能力明显提高%?=@@L /<1 干预组小鼠肝脏 EFH 活性显著高于老龄对照组#而

/HI 含量显著降低%?=@@L和 A=;2L /<1 干预组小鼠海马区 6HJK 的表达高于老年对照组&各组动物海马神经元数量无明显改
变& 因此#海洋胶原肽具有预防年龄造成的学习记忆能力下降的功能#其作用机制可能是抗氧化活性和促进 6HJK 的表达&

生物活性肽%学习记忆%衰老%氧化应激%脑源性神经营养因子
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为一个严重危害人类健康的社会问题! 因此"通过功能性食
品#行为等干预手段提前预防老年记忆障碍的发生"对于提
高老年人的生活质量"以及健康老龄化的实现具有重要的科
学意义"也是当前生物医学研究领域的重大课题之一 !"#$%!
利用生物酶解技术从海洋生物中提取的活性肽"具有抗

菌性#抗氧化#调节血脂#降血压#抗肿瘤等多种生理功能! 因
此"向海洋索取食物#功能蛋白和特殊活性物质"已成为世界
各国保健品#药品开发的重要领域 !&#’%! 海洋胶原肽$()*+,-
./00)1-, 2-34+5-"(.2% 是以鲑鱼等深海鱼皮为主要原料"采
用生物酶解技术生产得到的混合寡肽! 本试验采用 67 月龄
雌性 .’89:;<=小鼠"观察海洋胶原肽对老龄鼠学习记忆的改
善作用"为海洋资源的进一步开发利用提供理论依据!

! 材料与方法
!"! 材料
!"!"! 海洋胶原肽
由北京中食海氏生物技术有限公司提供"是以深海鲑鱼

的鱼皮为原料"经过清洗匀浆!复合偶联酶解!酶失活!脱
脂!多级膜分离!渗透精制!浓缩!脱色!造粒干燥等工
艺制成!

!"!"# 试验动物
67 月龄 >2? 级雌性 .’89:;<= 小鼠 @7 只"$ 月龄 >2? 级

雌性 .’89:;<=小鼠 67 只" 由北京大学医学部试验动物中心
提供$动物合格证号&>.AB""#77#777&%">2? 级动物房饲养"
饲养环境温度 6"!6$""湿度 ’7C!<7C DE!

!"!"$ 主要仪器和试剂
(/**+F 水迷宫系统$中国医学科学院药物研究所%"小鼠

电刺激跳台仪 $中国科学院上海药物研究所 %" 离心机
$G33-,5/*H ’@&7D%"AE69 型旋涡混匀器"IJ#8<6 型分光光
度计 $上海精密科学仪器有限公司 %"K-,-LM3 2.D#N877
2.D 扩增仪$美国 2G 公司%"蛋白质电转移装置$美国 9+/#
D)5公司%"凝胶成像系统$日本复日公司%!

DO#2.D 试剂盒购自 2*/M-1) 公司"ODPQ/0 购自 K+RS/ 公
司">TU#(UL 试剂盒购自南京建成生物制品工程研究所"其
他试剂均为国产或进口分析纯!

!"# 方法
!"#"! 动物分组和饲养
动物适应性饲养 $ 5后将小鼠按体重分为老龄对照组和

低#中#高 $ 个 (.2 干预组"分别喂饲添加 7#7V66##7V&&#和
"V$6# (.2 的特殊加工饲料"青年对照组喂饲普通小鼠生长
饲料"所有动物自由饮水进食! 干预 < 个月后进行行为学测
试!

!"#"# 行为学测试
"% 跳台实验
小鼠放入跳台反应箱中适应环境 $ M+, 后通以 $< J 交

流电"动物受到电击后的逃避反应是跳上平台"部分动物会
再次或多次跳至铜栅上"受到电击后又迅速跳回平台"训练 ’

M+,"6& W 后在底部铜栅通电的情况下"直接将动物置于平台
上"记录第 "次跳下的时间即跳台潜伏期$F4-3#5/X, 0)4-,SY%
和 ’ M+, 内小鼠跳下平台的次数"即错误次数!

6% (/**+F水迷宫实验
跳台实验之后进行水迷宫试验"分为定位航行实验和空

间探索实验两部分! 定位航行实验中每日分别从 & 个入水点
将动物面向池壁放入水中"记录动物寻找并爬上平台所需时
间即逃避潜伏期$-FS)3- 0)4-,SY%"以及游泳速度和游泳距离!
如果动物在 N7 F 内未找到平台则将其引至平台并在平台停
留 "7 F"逃避潜伏期记为 N7 F"计算每日 &次逃避潜伏期及速
度和游泳距离的平均值作为当日最终成绩进行统计分析! 空
间探索实验用于测量小鼠对平台空间位置的准确记忆"即记
忆保持能力! 第 8 天撤去平台"任选一个入水点将小鼠放入
水中"自由游泳 <7 F"记录 <7 F 内小鼠在目标象限$原平台所
在象限%的持续时间和穿越平台次数!

!"#"$ 海马组织形态学观察
行为学测试后" 每组取 ’ 只小鼠用 "#戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉后"经左心室进行灌注固定! 先快速灌注冷生理盐
水至流出液变清亮"再以 &#多聚甲醛$&"%灌注 $7 M+,"取出
脑后在 &"的 &#多聚甲醛中继续固定 6& W!进行连续冰冻切
片"厚度为 "7 !M"每只大鼠取 $ 张切片"进行 ,+FF0 染色! 光
镜下对海马 .L"#.L$ 和 UK 区 ,+FF0 染色阳性的细胞进行计
数&每张切片取连续的 $ 个视野"$ 张切片的平均值为该样本
的阳性细胞数!

!"#"% 肝脏中 &’(浓度和 )(*含量测定
行为学测试结束后"将动物处死"取出肝脏组织"29> 冰

浴下匀浆" 制备 "7#的组织匀浆液"& ’77 *;M+, 离心 "’ M+,
后吸取上清液"按试剂盒说明"采用黄嘌呤氧化酶法测量组
织匀浆液中超氧化物歧化酶 $>Z3-*/[+5- U+FMZ4)F-">TU%的
活性"以硫代巴比妥酸$O9L%方法测量肝脏组织中过氧化产
物丙二醛$()0/,5+5-WY5-"(UL%的含量!
!"#"+ 逆转录,聚合酶链反应检测 -(./表达
按 O*+Q/0 试剂盒说明提取海马总 MD\L" 紫外分光光度

计测定其浓度! 取 " !1 总 D\L 逆转录成 SU\L" 然后进行
2.D扩增"反应体系是&$V7 !: SU\L 模板""7$2.D RZHH-* 6V7
!:""7 MM/0;: 5\O2F 7V’ !:" 上下游脑源性神经营养因子
$9*)+,#5-*+]-5 \-Z*/4*/3W+S ?)S4/*"9U\?% 引物各 7V@ !:"
2.D 染料 6V7 !:"O)^ 酶 7V$ !:"UG2. 水 "7V< !:"补容至 67
!:$表 "%!
!"#"0 1234256 7894方法检测海马 -(./蛋白的表达
提取各组小鼠海马组织的蛋白":/X*Y 法测定蛋白含量!

进行电泳#转膜和免疫检测"按 G.: 免疫检测试剂盒进行显
色#曝光#照相! 9),5 :-)5图像分析系统进行条带分析!
!"#": 统计分析
所有数据应用 >2>>统计软件进行分析"结果以 !%"# 表

示"(/**+F 水迷宫试验中逃避潜伏期和游泳距离采用重复测
量的两因素方差分析 $4X/#X)Y *-3-)4-5 M-)FZ*-F L\TJL%"
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其他指标进行单因素方差分析!两组间比较采用最小显著差
异法!!!"#"$为统计检验界值"

! 结果
!"# $%& 对跳台潜伏期和错误次数的影响
由表 % 可见!老年对照组与青年对照组相比!跳台潜伏

期延长!错误次数下降!并且差异有显著性!说明老年小鼠学
习记忆能力下降#&’( 可以不同程度地延长老年鼠停留在平
台上的潜伏期!减少衰老所引起的错误次数的增加!其中!中$
高剂量的 &’( 干预后潜伏期与老年对照组相比明显延长!与
青年对照组无显著性差异# 与老龄对照组相比 "#))! &’(干
预组小鼠错误次数也明显下降!提示 &’(对老龄小鼠的被动
回避能力有明显改善作用!并且以中剂量组效果最好"

!"! $%& 对小鼠空间记忆能力的影响
逃避潜伏期结果分析表明!随着时间的延长!各组小鼠

的逃避潜伏期均逐渐缩短%"%$!*+"&"%,"#*%!!!"#",&#时间
与组间无交互作用%"%%"!*+"&-"#+%.!!/"#"$&#各组间的逃
避潜伏期差异有显著性%"%)!+)&-0#+,!!!"#",&!采用 123 方
法对各组间的潜伏期两两比较发现!* 个 &’( 干预组和青年
对照组小鼠的逃避潜伏期均显著低于老年对照组 %!!"#",&!
"#%%!和 ,#*%! &’(干预组与青年对照组相比!潜伏期延长!
并且差异有显著性%!!"#"$&%图 ,&"
游泳距离结果分析表明!随着训练时间的延长!各组小

鼠的游泳距离逐渐缩短%"%$!*+"&"%0%#,*!!!"#",&!时间与
组间无交互作用%"%%"!*+"&-,#%"! !/"#"$&#各组间游泳距离
的差异有显著性%"%)!+)&-%,#*4! !!"#",&#123 法进行两两
比较发现! 与老年对照组相比!* 个 &’( 干预组和青年对照
组游泳距离缩短!差异具有显著性%!!"#",&#&’( 干预组与
青年对照组相比!游泳距离显著延长%!!"#"$&%图 %&" 各组间
游泳速度无显著性差异%数据未列出&"

表 ’ ()*&%( 引物序列和扩增条件
)+,-. ’ /.01.23.4 56 789:.8 7+984 +2; +22.+-92< =.:7.8+=18.4 56 ()*&%(

基因来源 引物序列 产物长度567 退火温度5#’ 循环数

!89:;<=
$>8?@???’’?’@’@A??’A’’A8*>
$>8’??@@??’’@@A???@@’A??8*>

,%* +% *"

B3CD
$>8@@?A?’A’?@?A@’?AA?A?’8*>
$>8?@@’??’A@@?’?A?@@’’A?8*>

%4+ +" *"

表 ! $%& 对跳台潜伏期和错误次数的影响
)+,-. ! >66.3=4 56 $%& 52 -+=.23? +2; 21:,.8 56 .88584

92 4=.7*;5@2 7+449A. +A59;+23. =.4=

组别 动物数 潜伏期EF 错误次数

老年对照组

"G%%! &’(
"#))! &’(
,#*%H &’(
青年对照组

,$
,4
,4
,4
,4

0"G0*$%.G.,II

,")G4$%,G."I

,)*G$$*)G+"J
,)"#40$**#$$J
,$*#""$%"#%$JJ

,#4+$"#4+
,#$*$"#$%
,#*.$"#$"
,#))$"#$,
,#*.$"#4%

注!与老年对照组相比"差异有显著性!J 为 !!"#"$"JJ 为 !!"#","与青
年对照组相比"差异有显著性!I 为 !!"#"$"II 为 !!"#",#

CK;LFM ’KN79OLP ;K 9QLP :K=;OKRS J NL9=F !!"#"$S JJ NL9=F ! !"#",#
’KN79OLP ;K TKU=Q :K=;OKRS I NL9=F !!"#"$S II NL9=F !!"#",#

图 ’ $58894 水迷宫试验中!$%& 对逃避潜伏期的影响
B9<C ’ >66.3= 56 $%& 52 .43+7. -+=.23?

92 $58894 @+=.8 :+D. =.4=

图 ! $58894 水迷宫试验中 $%& 对游泳距离的影响
B9<" ! >66.3= 56 $%& 52 4@9::92< ;94=+23. 92

$58894 @+=.8 :+D. =.4=
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由表 ! 可见! 空间探索试验中! 与老年对照组相比 !
"#$$! %&’ 干预后! 小鼠在目标象限持续时间延长!(#!)!
%&’干预后穿越平台的次数增加"

!"# $%& 对肝脏组织 ’() 活性和 $)*水平的影响
由表 $ 可见!老年对照组肝脏 *+, 活性明显低于青年对

照组!而 %,- 含量明显升高#!."#"($!表明老龄动物体内氧
化损伤比青年动物严重 % 给予 %&’ 干预后各组小鼠肝脏
*+, 活性同老年对照组相比有不同程度升高 ! 其中 "#$$!
%&’ 干预后!*+, 活性的升高有显著性 &!."#"/$’"#))!和
"#$$!干预组肝脏 %,-含量明显低于老龄对照组%

!"+ $%& 对海马神经元的影响
由图 ! 可见!青年对照组锥体细胞排列整齐(密集!尼氏

体含量丰富!同青年对照组相比!老年对照组排列较松散!尼
氏体减少!而 %&’ 干预后!与青年对照组无明显差异% 细胞
计数发现! 青年对照组和 !个 %&’干预组海马 &-((&-! 和

,0 区尼氏染色阳性的细胞与对照组相比有不同程度的增
多!但无统计学差异&表 /$%

!", $%&对老龄鼠海马区 -)./表达的影响
采用 123’&1 及 4567589 :;<7 的方法对各组动物海马区

=,>? @1>- 和蛋白的表达进行检测% 12"’&1 的结果发现
老年对照组海马 =,>? @1>- 的表达较弱! 青年对照组和
%&’ 干预组表达增强&图 $$’4567589 :;<7 结果发现同青年对

表 # 空间探索试验中!$%& 对老龄鼠目标象限
持续时间和穿越次数的影响

01234 # 5664789 :6 $%& :; 8<=4 9>4;8 <; 81?@48 AB1C?1;8
1;C ;B=24?9 :6 7?:99<;@ CB?<;@ 8D4 >?:24 8498

组别 动物数 目标象限持续时间A6 穿越次数

老年对照组

"#))B %&’
"#$$B %&’
(#!)B %&’
青年对照组

(/
(/
(C
(/
(C

($#$(#(#/)D

(C#!E#(#!F
(G#)G#(#G"H
(C#/G#(#G/
(E#$F#(#FFH

)#(!#"#/$D

!#!(#"#/G
)#G(#"#C$
!#!G#"#/EH
!#$$#"#C)H

注!与老年对照组相比"差异有显著性!H 为 !."#"/#与青年对照组相
比"差异有显著性!D 为 !."#"/$

><756I &<@JK85L 7< 7M5 KN5L O<978<;P H @5K96 !."#"/# &<@JK85L 7< 7M5
Q<R9N O<978<;P D @5K96 !."#"/#

表 + $%& 对小鼠肝脏 ’() 活性和 $)* 含量的影响
01234 + 5664789 :6 $%& :; 9B>4?:E<C4 C<9=B8194

F’()G 1;C 3<><C >4?:E<C49 F$)*H <; D4>1?

组别 动物数
*+,A&S)@N3(

蛋白质$
%,-A

&9@<;*@N3(蛋白质$
老年对照组

"#))B %&’
"#$$B %&’
(#!)B %&’
青年对照组

(/
(/
(C
(/
(C

E(#/C#)"#"GDD

EF#)!#)$#"/D

((/#)C#(E#E)H
("/#"/#)"#/GD

(!)#CG#(!#$EHH

$#CG#"#!CDD

$#)E#"#!(HD

!#FE#"#!!H
$#!)#"#CFD

!#CF#"#C)HH

注!与老年对照组相比"差异有显著性!H 为 !."#"/"HH 为 !."#"(#与
青年对照组相比"差异有显著性!D 为 !."#"/"DD 为 !."#"($

><756I &<@JK85L 7< KN5L O<978<;P H @5K96 !."#"/P HH @5K96 !."#"(#
&<@JK85L 7< Q<R9N O<978<;I D @5K96 !."#"/P DD @5K96 !."#"(#

图 # 海马锥体细胞 ;<993 染色图
""1#I"7$%JK!&"C$I"6$%+KK!$

/<@" # L4>?494;818<M4 >D:8:=<7?:@?1>D9 :6 D<>>:71=>13
98?B78B?49 981<;4C N<8D ;<993
OF1HIF7HP JK!Q FCHIF6HP +KK!H

注!%K&’%L&为老龄对照组"%:&’%5&为 "#$$! %&’ 干预组"
%O&’%T&为青年对照组

><756I UKV K9L ULV K85 T<8 7M5 KN5L O<978<; N8<RJW U:V K9L U5V K85 T<8 7M5
"#$$! %&’3785K75L N8<RJW UOV K9L UTV K85 T<8 7M5 Q<R9N O<978<; N8<RJ

表 , $%& 对海马 %*J’%*#和 )R 区锥体细胞数的影响
01234 , 566478 :6 $%& :; ;<993S>:9<8<M4 7433 ;B=24?9 <;

D<>>:71=>13 %*JT %*# ?4@<:;9 1;C )R

组别
锥体细胞A@@3)

&-( &-! ,0
老年对照组

"#))B %&’
"#$$B %&’
(#!)B %&’
青年对照组

F /E(#( !E)
F G((#( )(F
F E(/#( "/"
F "/"#( ($E
F EF)#F/E

/ (C$#CC/
/ !($#G/F
/ C!E#/E(
/ /"/#/GC
C )(!#( ()G

(F G))#EEC
(G !")#( )E)
(G ((/#( ")C
(F EGE#( (!$
(G "$$#( "/G

图 + $%& 对海马区 -)./ 表达的影响(L0S&%L$

/<@ + 566478 :6 $%& :; 4E>?499<:; :6 -)./ <;
D<>>:71=>B9 FL0S&%LH
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!!" 灰度分析结果

"!# $%&’() *+ ,%-&.)*/%)0.1 2-2(3&.&

图 4 5678 在各组小鼠海马区的表达!9%&)%0- !(*)"
8.:; 4 <//’-*!(*) 2-2(3&.& *+ 5678 .- )=% =.>>*12/>’& *+

)=% 3*’-:? 2:%, 2-, @ABC)0%2)%, /.1%
注!与老年对照组相比"差异有显著性!! 为 !"#$%&"!! 为!"%$%’#与青年

对照组相比"差异有显著性!( 为!"%)%&"(( 为 !"%$%’
*+,-./ 0+1234-5 ,+ ,6- 37-5 8+9,4+:; ! 1-39. !"%$%&< !! 1-39. !"%$%’$

0+1234-5 ,+ ,6- =+>97 8+9,4+:; ? 1-39. !"%$%&< (( 1-39. !"%$%’

照组相比!老年对照组小鼠海马区 @A*B 蛋白的表达下降了
C%!!两者具有显著性差异"%$DD!和 ’$CE! F0G 干预 H 个月
后!老龄小鼠海马 @A*B 蛋白的表达分别升高了 EI!和EH!!
与老龄对照组相比具有显著性差异!C 个 F0G 干预组小鼠海
马 @A*B 的 表 达 与 青 年 对 照 组 相 比 无 显 著 性 差 异
#图 &$%

D 讨论
衰老的自由基学说认为!衰老引起的学习记忆能力的下

降与自由基损伤密切相关!众多研究表明!衰老人群的脑组
织中神经元细胞浆&星型胶质细胞中 FAJ 的含量明显增高!
用免疫电镜可观察到神经元中 FAJ 的沉积! 而青年人群中
几乎检测不到 FAJ 的沉积 KHLMN% O3.32+7:> 等 KPN对不同年龄段

的人血清中 QRA和 FAJ等指标进行测定!发现 H# 岁以上老
年人血清中 QRA活性降低!而 FAJ含量升高%
正常情况下!自由基的产生和消除速率维持着一种动态

平衡!随着年龄的增加!体内抗氧化酶的活性逐渐下降!使得
清除自由基的能力下降!氧自由基在体内增多!由于脑具有
较高的耗氧量!含有丰富的不饱和脂肪酸!因此更容易受到

自由基攻击!功能下降!引起学习记忆能力的降低 KM;IN% 本试验
发现!同青年对照组小鼠相比!老龄小鼠肝脏中 QRA 活性明
显下降!机体清除自由基的能力下降!自由基氧化产物 FAJ
含量升高!最终引起神经元损伤!导致学习记忆能力的降低!

F0G 干预后!体内抗氧化酶 QRA 活性明显增强!而过氧化产
物 FAJ 含量下降!提示 F0G 可以提高老龄小鼠的抗氧化能
力!防止自由基对神经元的损伤!这可能是 F0G 改善老龄鼠
学习记忆能力的机制之一%

9S..: 染色表明! 同老年对照组相比!F0G 干预组及青年
对照组动物海马 0J’&0JC 和 AT 区 9S..: 染色阳性的细胞数
量有所增加!但无显著性差异!表明 F0G 对学习记忆的改善
作用可能主要是通过提高神经细胞的功能!而非影响海马神
经元的数量%

@A*B 是由德国神经生物学家于 ’IPE 年首次从猪脑中
分离纯化出的具有促进神经生长活性的一种蛋白质!是记忆
形成过程中关键蛋白之一!可作用于突触前膜和突触后膜 K’#N%
本试验中! 应用 U-.,-49 V:+, 和 WX"G0W 方法对各组动物海
马内 @A*B 1W*J和蛋白的表达进行了检测!结果发现!青年
组小鼠海马组织 @A*B 1W*J 和蛋白的表达明显高于老龄
对照组!%$DD!和 ’$CE! F0G 干预 H 个月后!小鼠海马 @A*B
的表达同老龄对照组相比分别升高了 EI!和 EH!% @A*B 在
学习记忆的保持中具有重要意义!能促进多种神经元的存活
和生长发育!可以提高神经元的生物活性!减少损伤后神经
元的自然死亡!还能促进突触的可塑性!改变脑内神经元的
形态! 增加突触终末的密度! 促进树突和轴突的生长"@A*B
还参与了长时程增强效应和学习的可塑性机制! 同时 @A*B
还可以通过调节细胞内钙结合蛋白! 稳定细胞内钙浓度!从
而保护神经元免受损伤"也可以通过提高细胞内抗氧化酶活
性!对抗自由基以促进细胞损伤的修复% 此外!@A*B 还可以
抑制细胞凋亡 K’’Y’CN!所以 F0G 促进 @A*B 的表达可能是其改
善老年记忆的重要机制之一%

E 结论
本研究利用老龄动物模型探讨了 F0G 对学习记忆的作

用!结果表明 F0G 能显著提高老年鼠的空间学习记忆能力及
非空间学习记忆能力!跳台试验中 %$DD! F0G 干预后!同老
年对照组相比潜伏期明显延长! 同时错误次数显著降低!并
且与青年对照组相比无显著性差异"F+44S. 水迷宫定位航行
试验中!C 个 F0G 干预组动物逃避潜伏期& 游泳距离同老年
对照组相比!明显缩短!而空间探索试验中目标象限时间及
穿越次数均有不同程度的升高% 与此同时!肝脏中抗氧化酶

QRA 活性升高!而过氧化产物 FAJ 的含量下降"海马各区尼
氏体的数量无明显变化!而海马区 @A*B的表达则明显增强%
综上所述! 本试验明确了 F0G 具有改善老年记忆的功

能!并且可以提高老年动物的抗氧化活性!促进神经营养因
子的表达!但对海马神经元的数量无明显影响% 由于学习记
忆障碍的机制非常复杂!如突触形态和功能的改变&神经递

!2" 9%&)%0- !(*)表达条带
"2F GH>0%&&.*- !2-, *+ 9%&)%0- !(*)
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质及受体的改变及钙离子浓度的改变等都可能与学习记忆

下降有关!因此其作用机制还需进一步探讨"
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