
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2023, 58(10): 3024−3031

松油烯-4-醇通过改善线粒体动力学抑制血管平滑肌细胞钙化
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沈祥春 2*, 张彦燕 2*

(1. 贵州医科大学药学院, 贵州 贵阳 550025; 2. 贵州医科大学天然药物资源优效利用重点实验室, 

贵州 贵阳 550025)

摘要 : 本研究旨在探讨松油烯 -4-醇 (terpinen-4-ol, T4O) 对高糖 (high glucose, HG) 诱导的血管平滑肌细胞 

(vascular smooth muscle cell, VSMC) 钙化的作用及机制。研究T4O对HG诱导的VSMC钙质沉积、成骨表型转化及

线粒体动力学的作用。采用线粒体动力相关蛋白Drp-1 (dynamin-related protein 1, Drp-1) 抑制剂Mdivi-1分析线粒

体动力学和VSMC钙化之间的相关性以及T4O的作用。采用茜素红S染色观察钙盐沉积, 流式细胞术检测细胞内

Ca2+含量; Western blot、免疫荧光检测表型转化相关标志物 [α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA)、骨

形态发生蛋白-2 (bone morphogenetic protein 2, BMP2) 和 Runt 相关转录因子 2 (Runt related transcription factor 2, 

Runx2) 和线粒体动力学相关标志物 [线粒体融合蛋白 1 (mitofusin 1，MFN1)、线粒体融合蛋白 2 (mitofusin 2，

MFN2) 和Drp-1] 的表达。结果显示, T4O低、高剂量能够不同程度抑制HG诱导的 α-SMA、MFN1、MFN2表达水平

的下调, 抑制BMP2、Runx2、Drp-1表达水平的上调, 减少细胞内Ca2＋含量和钙盐沉积, 有效抑制HG诱导的VSMC

钙化和线粒体动力学紊乱。T4O组、Mdivi-1组、T4O+Mdivi-1组能够上调HG诱导的 α-SMA、MFN1、MFN2的表达

水平, 下调BMP2、Runx2、Drp-1的蛋白表达水平, 抑制钙盐沉积, 且T4O组与T4O+Mdivi-1组上述指标无明显差异。

上述研究结果表明, 松油烯-4-醇能够抑制Drp-1的表达水平, 调节线粒体动力学紊乱, 抑制HG诱导的VSMC钙化。
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Abstract: The aim of this study was to investigate the role and mechanism of terpinen-4-ol (T4O) on high 

glucose (HG) -induced calcification in vascular smooth muscle cell (VSMC). To investigate the role of T4O on 

HG-induced calcium deposition, osteogenic phenotypic transformation and mitochondrial dynamics in VSMC, 

Mdivi-1, a mitochondrial dynamin-related protein 1 (Drp-1) inhibitor, was used to analyze the correlation between 

mitochondrial dynamics and VSMC calcification and the role of T4O. Alizarin red S staining was used to observe 

calcium salt deposition and flow cytometry to detect intracellular Ca2+ content; Western blot and immunofluorescence 

were used to detect the expression of phenotypic switching-related markers α-smooth muscle actin (α-SMA), bone 
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morphogenetic protein 2 (BMP2) and Runt related transcription factor 2 (Runx2), and mitochondrial dynamics-

related markers mitofusin 1 (MFN1), mitofusin 2 (MFN2) and Drp-1. The results showed that low and high doses 

of T4O could inhibit HG-induced down-regulation of α -SMA, MFN1 and MFN2 expression levels, and 

up-regulation of BMP2, Runx2 and Drp-1 expression levels, reduce intracellular Ca2+ content and calcium salt 

deposition, and effectively inhibit HG-induced VSMC calcification and mitochondrial dynamics disorders. The T4O 

group, Mdivi-1 group and T4O+Mdivi-1 group were able to up-regulate the expression levels of HG-induced 

α -SMA, MFN1 and MFN2, down-regulate the protein expression levels of BMP2, Runx2 and Drp-1, and inhibit 

calcium salt deposition, and there was no significant difference between the above indexes in the T4O and T4O+

Mdivi-1 groups. The above findings suggest that T4O can inhibit the expression level of Drp-1, regulate the 

disturbance of mitochondrial dynamics, and suppress HG-induced VSMC calcification.

Key words: terpinen-4-ol; vascular smooth muscle cell; osteogenic phenotype switching; vascular 

calcification; mitochondrial dynamics

血管钙化 (vascular calcification, VC) 是糖尿病患

者血管病变的常见类型之一, 也是心血管疾病高死亡

率的重要诱导因素[1,2]。VC主要表现为难溶性羟基磷

灰石结晶在血管中膜的异常沉积引起钙化结节的积

聚, 从而造成血管弹性与顺应性降低, 加剧心血管风

险。VC是一个高度活跃的、由多种细胞因子及成骨基

因转录激活参与的病理生理过程, 目前, 对于VC的发

病机制尚仍然未阐明。其中, 细胞器功能的失调可能

协同参与了细胞生物学功能的改变, 被认为是血管平

滑肌细胞 (vascular smooth muscle cells, VSMC) 成骨

表型转化的原因之一[3-7]。

VSMC是血管中膜的主要细胞成分, 其对维持血

管张力, 调节血管顺应性至关重要[8,9]。VSMC从收缩

表型转分化为成骨表型, 称之为血管平滑肌细胞表型

转化, 是血管钙化的关键环节, 其主要表现为收缩表型

标志物 α -平滑肌肌动蛋白 (α -smooth muscle actin, 

α-SMA)、平滑肌22α (smooth muscle 22 alpha, SM22α)、

平滑肌肌球蛋白重链 11 (smooth muscle myosin heavy 

chain 11, SM-MHC11) 等表达降低 , 成骨表型标志物

Runt相关转录因子2 (Runt related transcription factor 2, 

Runx2)、骨桥蛋白 (osteopontin, OPN)、骨形态发生蛋

白 -2 (bone morphogenetic protein 2, BMP2) 等表达上

调[10,11]。2型糖尿病患者中, 常见其血管中层钙化的病

理特征, 且高血糖也被认为是诱导VSMC一系列成骨

基因表达与激活的关键诱因[12,13]。线粒体作为细胞能

量代谢的关键调节器, 通过不断分裂与融合维持线粒

体稳态, 在维持细胞正常生物学功能方面发挥重要作

用。研究显示, 在高糖、高钙等病理因素的诱导下, 线

粒体分裂和融合失衡可以直接影响线粒体功能, 是成

为驱动VC发展的重要病理过程[14-16]。因此, 以VSMC

表型转化为切入点, 深入分析高糖诱导的VSMC成骨

分化与线粒体动力学的相关性, 对防治糖尿病血管钙

化具有重要意义。

松油烯 -4-醇 (terpinen-4-ol, T4O) 为单萜类化合

物, 是大多数植物精油的主要成分。国内外研究发现, 

该化合物具有抗菌、抗炎、抗肿瘤等作用[17,18]。近年

来, 实验室对T4O的血管药理学活性开展了相关的研

究工作 , 前期研究证实 T4O 上调 SIRT1 水平 , 调节

PERK在K889位点的乙酰化修饰, 可抑制慢性肾病介

导的血管钙化[19]。本研究以VSMC表型转分化为切入

点, 探讨线粒体动力学与血管钙化的相关性, 系统分析

T4O对糖尿病血管钙化的干预作用, 并初步分析其可

能涉及的信号机制。

材料与方法

材料与试剂 胎牛血清 (美国 Gbico 公司 , 货号

10099141C); 松油烯-4-醇 (山东西亚化学工业有限公

司 , 货号 562-74-3); 1% 茜素红 S 染液 (pH4.2) (北京

Solarbio公司, 货号 G1452); 钙离子荧光探针、免疫荧

光染色试剂盒−抗兔Cy3、免疫荧光染色试剂盒−抗兔

Alexa Flou r488、Runx2抗体 (江苏碧云天公司, 货号分

别为 S1060、P0183、P0176、BS91188); Mdivi-1、Empa‐

gliflozin (美国 MCE 公司, 货号分别为 HY-15886、HY-

15409); α-SMA 抗体 (美国 Cell Signalling Technology

公司, 货号#19245); BMP2抗体 (美国 Abcam 公司, 货

号 ab214821); 线粒体融合蛋白 1 (mitofusin 1, MFN1)、

线粒体融合蛋白 2 (mitofusin 2, MFN2)、线粒体动力相

关蛋白 Drp-1 (dynamin-related protein 1, Drp-1) 抗体 

(武汉Proteintech公司, 货号分别为13798-1-AP、12186-

1-AP、12957-1-AP)。

细 胞 培 养 大 鼠 VSMC 购 自 美 国 ScienCell 

Research Laboratories 细胞库 , 培养于 4.5 g·L-1 高糖 

(high glucose, HG) DMEM完全培养基中 (含 10%胎牛

血清、1%青霉素和链霉素), 细胞于37 ℃、5% CO2培养
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箱中培养。

VSMC 成骨表型转化细胞模型的建立 体外培

养 VSMC, 选取生长状态良好的 4～7 代细胞用于实

验。将细胞接种于 6孔板中, 待细胞生长至 55%左右, 

用或不用35 mmol·L-1 HG分别孵育VSMC 2、4和6天。

以 VSMC 收缩表型标志物 α-SMA、成骨表型标志物

BMP2、Runx2的蛋白表达水平, 以及钙盐沉积为指标, 

分析建立细胞模型条件。

实验分组  ① 研究松油烯-4-醇对 HG诱导的血

管钙化及线粒体动力学的作用。实验分为 6 个组 : 

正 常对照组 (control)、甘露醇组 (mannitol)、HG 组 

(35 mmol·L-1 HG)、T4O 低剂量组 (T4O-L, 5 μmol·L-1 

T4O + 35 mmol·L-1 HG)、T4O 高 剂 量 组 (T4O-H, 

20 μmol·L-1 T4O + 35 mmol·L-1 HG)、empagliflozin 组 

(20 μmol·L-1 empagliflozin + 35 mmol·L-1 HG)。T4O低、

高剂量组、empagliflozin 组给予相应浓度的药物预保

护 2 h后加入HG共孵育 6天。 ② 研究松油烯-4-醇及

Drp-1 的抑制剂 Mdivi-1 对 VC 与线粒体动力学的作

用。实验分 6个组: 正常对照组 (control)、Mdiv-1对照

组 (25 μmol·L-1 Mdivi-1)、HG 组 (35 mmol·L-1 HG)、

Mdivi-1 组 (25 μmol·L-1 Mdivi-1 + 35 mmol·L-1 HG)、

T4O组 (20 μmol·L-1 T4O + 35 mmol·L-1 HG)、Mdivi-1+

T4O共给药组 (20 μmol·L-1 T4O + 25 μmol·L-1 Mdivi-1 + 

35 mmol·L-1 HG)。先给予松油烯-4-醇、Drp-1 的抑制

剂 Mdivi-1 预孵育 2 h 后 , 各实验组加入 HG 共孵

育6天。

蛋白免疫印迹检测蛋白表达 按照分组进行处理

和给药至观察终点。用预冷的 PBS洗涤细胞 3次, 加

入细胞蛋白裂解液, 冰浴摇床裂解 30 min后收集裂解

物 ; 根据 BCA 法测定蛋白浓度 , 采用 12% 的 SDS-

PAGE对蛋白进行等量分离, 然后将蛋白用湿法转膜

至 PVDF膜, 5% BSA中封闭 2 h, TBST洗膜 3次, 加入

相应目标蛋白一抗 4 ℃孵育过夜。次日回收一抗 , 

TBST洗膜 3次。用兔抗或鼠抗室温孵育 2 h, 回收二

抗, TBST洗膜 3次; ECL发光液淋膜并置于暗室显影。

最后用 Image Lab图像分析软件对捕获图像进行灰度

值分析。

细胞茜素红染色检测钙质沉积 各组处理至观测

终点时, PBS洗 3次, 4%多聚甲醛固定 10 min, PBS洗

3 次 , 1% 茜素红 S 染液染色 10 min, 迅速 PBS 洗涤

3次, 置于荧光显微镜下拍照。

细胞免疫荧光检测蛋白表达 各给药组处理结束

后, PBS洗涤 3次; 4%多聚甲醛固定 20 min, PBS洗涤

3 次; 0.2% Triton-X100 透化 15 min, PBS 洗涤 3 次; 山

羊血清封闭 30 min 后与一抗常温孵育 1 h 后转移至

4 ℃孵育过夜。第二天回收一抗, PBS洗涤 3次; 室温

下避光与抗兔 Cy3、抗兔 Alexa Flour 488 孵育 90 min; 

PBS洗涤 3次; DAPI染核 5 min; PBS洗涤 3次; 加适量

抗淬灭剂封片, 使用Leica DMi8显微镜和LeicaX软件

以200倍的放大倍数捕获免疫荧光图像。

流式细胞术检测钙离子含量 给予药物处理至观

察终点后 , 用 PBS 润洗细胞 2～3 次 , 加入 5 μmol·L-1 

Fluo-4 AM并在 37 ℃培养箱中避光孵育 30 min, 同时

设置一组未加Fluo-4 AM的对照组。胰酶消化并收集

细胞; 离心后弃掉上清, 1 000 μL PBS重悬细胞, 再次离

心, 重复3次; 加入PBS重悬细胞并置于冰上; 上机检测。

统计学分析 所有实验至少独立重复 3次, 实验

数据以平均值 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示 , 所得数据采用

GraphPad Prism 7进行统计和作图, 多组样本数据组间

比较用单因素方差分析 (one-way ANOVA), 两组样本

组间两两比较用 t 检验 , 以 P < 0.05 表示具有统计学

差异。

结果

1　高糖作用不同时间对VSMC表型转化及钙盐沉积

的影响

采用 35 mmol·L-1 HG分别作用VSMC 2、4和 6天

后, Western blot结果显示, HG诱导VSMC钙质沉积显

著增加, 成骨表型标志物BMP2、Runx2的蛋白表达水

平上调 , 收缩表型标志物 α-SMA 的蛋白表达水平下

调, 且在作用 6天时效果最明显 (P < 0.01, 图 1A)。茜

素红染色 (图 1B) 表明 , 与正常组相比 , HG 孵育

VSMC 2、4和 6天, 钙质沉积显著增加 (P < 0.01)。表

型标志物及钙盐沉积均在诱导孵育第 6天时具有显著

性差异 (P < 0.01)。故本研究采用 35 mmol·L-1 HG 孵

育VSMC 6天诱导成骨表型转化模型。

2　松油烯-4-醇对HG诱导的VSMC钙盐沉积的影响

采用茜素红染色和流式细胞术分别检测松油

烯-4-醇对HG诱导的VSMC钙盐沉积和细胞内Ca2+含

量的影响。结果显示, 经 HG 诱导后 VSMC 中 Ca2+显

著增加, 而松油烯-4-醇高剂量组细胞内Ca2+显著降低 

(P < 0.01, 图 2A); 松油烯-4-醇低、高剂量及恩格列净

组钙盐沉积显著减少 (P < 0.01)。以上结果表明, 松油

烯-4-醇可以抑制HG诱导的VSMC钙盐异常沉积。

3　松油烯-4-醇对HG诱导的VSMC表型转化的影响

低、高剂量的松油烯-4-醇及恩格列净预处理能够

显著上调 α-SMA 的表达 , 下调 BMP2、Runx2 的表达 

(P < 0.05, P < 0.01, 图 3A)。此外, 采用细胞免疫荧光

技术进一步分析表型转化相关标志物的表达水平, 结

果与蛋白免疫印迹结果一致 (图 3B)。以上结果表明, 
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松油烯 -4-醇可抑制高糖诱导的 VSMC 成骨表型

转化。

4　松油烯-4-醇对HG诱导的VSMC线粒体动力学的

影响

Western blot结果显示, 在HG诱导VSMC后, 线粒

体融合蛋白MFN1、MFN2表达显著下调 (P < 0.01), 线

粒体分裂蛋白Drp-1表达显著上调 (P < 0.01), 表明线

粒体动力学失衡。低、高剂量松油烯-4-醇及恩格列净

干预能够抑制HG诱导的MFN1、MFN2的下调和Drp-1

的上调 (P < 0.05, P < 0.01)。结果表明, 松油烯-4-醇能

改善HG诱导的线粒体动力学紊乱 (图4)。

5　松油烯-4-醇和Drp-1的抑制剂Mdivi-1对HG诱导

的VSMC钙化的影响

采用Drp-1的抑制剂Mdivi-1 (25 μmol·L-1) 进一步

Figure 2　Effect of terpinen-4-ol (T4O) on the calcium deposition in VSMC induced by HG. A: The content of Ca2+ in VSMC was detected 

by flow cytometry; B: Calcium deposition was detected by Alizarin red S staining. Scale bars: 100 μm. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control; 
##P < 0.01 vs HG. T4O-L: 5 μmol·L-1 T4O; T4O-H: 20 μmol·L-1 T4O

Figure 1　 Effect of 35 mmol·L-1 high glucose (HG) on phenotypic switching and calcium deposition in vascular smooth muscle cells 

(VSMC) at different time. A: The protein expression levels of phenotypic switching-related markers was detected by Western blot; B: 

Calcium deposition was detected by Alizarin red S staining. Scale bars: 50 μm. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control. α -SMA: 

α-Smooth muscle actin; BMP2: Bone morphogenetic protein 2; Runx2: Runt related transcription factor 2
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分析松油烯-4-醇对线粒体动力学及 VSMC表型转化

的作用。结果显示, 松油烯-4-醇、Mdivi-1及松油烯-4-

醇 + Mdivi-1共给药组均能上调HG诱导的 α-SMA的

表达, 下调 BMP2、Runx2的表达 (图 5A), 抑制钙盐沉

积 (图 5B) (P < 0.05, P < 0.01), 且松油烯-4-醇组及松

油烯-4-醇 + Mdivi-1共给药组对上述指标无明显差异 

(P > 0.05)。以上结果提示, 松油烯-4-醇可能通过抑制

Drp-1表达抑制VSMC表型转化。

6　松油烯-4-醇和Drp-1的抑制剂Mdivi-1对HG诱导

的VSMC线粒体动力学的影响

结果显示 (图 6), 松油烯 -4-醇、Mdivi-1 及松油

烯-4-醇 + Mdivi-1组均能显著逆转HG诱导的MFN1、

MFN2 表达下调 , Drp-1 的表达上调 (P < 0.05, P < 

0.01)。以上结果提示, 松油烯-4-醇可通过抑制 Drp-1

表达 , 改善线粒体动力学紊乱 , 发挥抗血管钙化的

作用。

Figure 3　Effect of T4O on phenotypic switching of VSMC induced by HG. A: The protein expression levels of phenotypic switching-

related marker was detected by Western blot; B: The expression levels of phenotypic switching-related markers were detected by cellular 

immunofluorescence. Scale bars: 50 μm. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG
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讨论

在糖尿病血管并发症中, 高血糖可诱导VSMC的

成骨转分化, 从而促进中膜钙化, 恶化心血管系统功

能。研究显示, 血管钙化的T2DM患者较非钙化患者

具有更高的死亡率, VC已成为公认的糖尿病心血管并

发症的独立预测因子 [20-22], 积极干预血管钙化对防

治糖尿病血管并发症具有重要意义。本实验采用

35 mmol·L-1 HG诱导 VSMC 2、4和 6天后检测钙盐沉

积和表型转化相关标志物蛋白表达变化, 结果发现钙

盐沉积显著增加, 且呈时间依赖性, VSMC 特异性标

Figure 5　 Effects of Mdivi-1 and T4O on phenotypic switching and calcium deposition in VSMC induced by HG. A: The protein 

expression levels of phenotypic switching-related markers were detected by Western blot; B: Calcium deposition was detected by Alizarin 

red S staining. Scale bars: 50 μm. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG

Figure 4　Effect of T4O on mitochondrial dynamic in VSMC induced by HG. The protein expression levels of mitochondrial dynamics-

related markers were detected by Western blot. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG. MFN1: Mitofusin 1; MFN2: 

Mitofusin 2; Drp-1: Dynamin-related protein 1

Figure 6　Effects of Mdivi-1, an inhibitor of Drp-1 and T4O on mitochondrial dynamics in VSMC induced by HG. The protein expression 

levels of mitochondrial dynamics-related markers were detected by Western blot. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG
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志物 α -SMA 表达下调 , 参与骨形成的基因 BMP2、

Runx2 蛋白表达上调 , 表明 HG 诱导了 VSMC 的钙化

表型。研究证实 , 松油烯 -4-醇能够抑制 HG 诱导的

VSMC收缩表型标志物 α-SMA的下调, 成骨表型标志

BMP2、Runx2的上调, 抑制VSMC向成骨细胞转分化。

同时, 松油烯-4-醇显著降低了VSMC细胞内Ca2+含量

及钙盐沉积, 减轻了 HG诱导的 VSMC钙化。本研究

首次证实松油烯-4-醇能抑制 HG 诱导的 VSMC钙化, 

表明其具有抑制糖尿病血管钙化的药理作用。

由于细胞微环境和细胞器功能的失调, 如线粒体

功能损伤、自噬、内质网应激以及细胞器之间的信号通

讯阻滞, 这些防御机制的丧失都可能引起细胞生物学

功能的损伤。线粒体作为细胞内重要的细胞器, 其不

断经历分裂和融合过程的动态调节, 以维持其细胞质

中的定位, 满足局部能量需求, 进而维持细胞正常生理

功能。研究显示, 线粒体动力学紊乱参与了各种心血

管疾病的病理生理学进程[23,24]。线粒体分裂包括

Drp-1转位到线粒体外膜进行组装、GTP水解、最终分

裂等过程。研究显示, Drp-1是一种GTPase依赖性酶, 

通过一系列受体蛋白被募集到线粒体外膜促进线粒体

的分裂过程 , 抑制 Drp-1 过度激活可以减轻血管钙

化[16], 在糖尿病中 Drp-1 介导的线粒体分裂加速动脉

粥样硬化的形成[7]。在 β-甘油磷酸盐诱导血管钙化

中, Drp-1表达上调致线粒体碎片化, 而抑制线粒体分

裂可以减轻血管钙化[25]。恩格列净是一种临床用于治

疗糖尿病的钠−葡萄糖协同转运蛋白 2抑制剂, 研究报

道其能抑制 Drp-1 的表达、增加 MFN1 和 OPA-1 的蛋

白水平, 从而抑制线粒体分裂, 调节线粒体功能, 改善

线粒体功能抑制糖尿病血管和心脏病变[26], 因此基于

其调控线粒体动力学的药理活性, 本实验选择其作为

阳性药物开展松油烯-4-醇的药效学评价。本研究表

明, 松油烯-4-醇、阳性药恩格列净干预后, 均能够抑制

HG 诱导的 Drp-1 表达上调 , MFN1、MFN2 表达下调 , 

改善 HG 诱导的 VSMC 线粒体动力学紊乱 , 减轻

VSMC 钙化。表明松油烯-4-醇可能通过改善线粒体

动力学进而抑制糖尿病血管钙化。

已有研究报道, 在钙化的人颈动脉中抑制或者敲

低 Drp-1能够抑制线粒体分裂, 改善线粒体动力学紊

乱进而减轻血管钙化[16,25]。本研究进一步采用 Drp-1

的抑制剂Mdivi-1, 探讨线粒体动力学与血管钙化的相

关性及松油烯-4-醇的作用。实验结果表明, 松油烯-4-

醇、Mdivi-1 均能上调 HG 诱导的 α -SMA、MFN1、

MFN2 的表达水平 , 下调 BMP2、Runx2、Drp-1 的表达

水平, 且松油烯-4-醇组与松油烯-4-醇 + Mdivi-1共给

药组的上述指标无明显变化。以上结果表明 , 松油

烯 -4-醇抑制糖尿病血管钙化的作用 , 可能与抑制

Drp-1的表达、改善线粒体动力学紊乱密切相关。

综上, 本研究证实松油烯-4-醇可以抑制HG诱导

的VSMC成骨表型转化, 降低细胞Ca2+含量和钙盐沉

积, 有效抑制 VSMC 钙化进程, 其作用机制可能与抑

制 Drp-1水平、改善线粒体动力学紊乱有关。本文为

进一步开展油烯-4-醇防治糖尿病血管钙化的研究奠

定实验基础。
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