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　 　 摘要:　 根据已经发表的Ⅰ型鸭肝炎病毒 ＶＰ１ 基因序列ꎬ设计 １ 对特异性引物(上下游分别插入 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和
Ｓａｃ Ｉ 酶切位点)ꎬ利用 ＰＣＲ 技术扩增出 ＶＰ１ 基因ꎬ经 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 双酶切后ꎬ将其克隆至原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ
上ꎬ获得重组表达质粒 ｐＥＴ￣ＶＰ１ꎮ 重组质粒转化感受态细胞 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ重组蛋白经 ＩＰＴＧ 诱导成功表达ꎮ
将重组蛋白切胶免疫 ６ 周龄的 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ３ 次免疫后采血ꎬ制备 ＤＨＶ￣Ⅰ的多克隆抗体ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果显示ꎬ
成功表达出的重组蛋白分子量约为 ４６ ０００ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析结果表明ꎬ该重组蛋白可与 Ｈｉｓ 组氨酸鼠单克隆

抗体发生特异性反应ꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测抗鼠 ＤＨＶ 多抗的结果显示ꎬＤＨＶ 多抗能与目的蛋白发生特异性反应ꎮ
以上结果表明ꎬＤＨＶ 的 ＶＰ１ 蛋白在大肠杆菌中成功表达ꎬ且制备的 ＤＨＶ 多抗能用于 ＶＰ１ 蛋白表达的检测ꎮ
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　 　 鸭病毒性肝炎(ＤＶＨ)由鸭肝炎病毒(ＤＨＶ)引
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起ꎬ主要侵害 ３ 周龄以下的雏鸭ꎬ是致死率高、传播

快的传染性疾病ꎬ以肝出血、肿大和角弓反张为主要

特征[１￣２]ꎮ 病原包括小 ＲＮＡ 病毒科禽肝病毒属的鸭

甲型肝炎病毒(ＤＨＡＶ)和星状病毒科禽星状病毒属

的鸭星状病毒(ＤＡｓｔＶ)ꎮ ＤＨＶ 分为 ３ 个血清型ꎬＩ
型、Ⅱ型和Ⅲ型ꎬ分别对应以往所称的鸭肝炎病毒

(ＤＨＶ)血清 １ 型(ＤＨＶ￣１)以及 ２００７ 年报道的台湾

ＤＨＶ 新型病毒和韩国 ＤＨＶ 新型病毒ꎮ ＤＡｓｔＶ 则指

以往所称的 ＤＨＶ 血清 ２ 型病毒(ＤＨＶ￣２)ꎮ 在国际

病毒分类委员会第 ８ 次分类报告中ꎬ血清 ２ 型

(ＤＨＶ￣２)属于星状病毒科禽星状病毒属的成员ꎬ被
更名为鸭星状病毒 １ 型(ＤＡｓｔＶ￣１)ꎬＤＨＶ￣３ 更名为

ＤＡｓｔＶ￣２ꎮ ＤＨＶ￣Ｉ 型呈世界性分布ꎬＤＨＡＶ￣２ 仅见于

中国台湾ꎬ ＤＨＡＶ￣３ 流行于韩国和中国大陆[３]ꎮ
ＤＨＶ￣Ｉ 为小 ＲＮＡ 病毒科成员[４]ꎬ病毒粒子呈球形或

类球形ꎬ核衣壳 ２０ 面体对称ꎬ无囊膜ꎬ胞浆内繁殖ꎬ
具有不分节段的单股正链 ＲＮＡ[５]ꎮ 病毒基因组只

含 １ 个开放阅读框ꎬ编码 ３ 种结构蛋白(ＶＰ１、ＶＰ０、
ＶＰ３)和 ９ 种非结构蛋白[６]ꎮ 其中 ＶＰ１ 基因位于

２ １０３~ ２ ８１６位ꎬ该基因由 ７１４ 个核苷酸组成ꎬ编码

２３８ 个氨基酸ꎮ ＶＰ１ 基因编码的 ＶＰｌ 蛋白大部分暴

露在病毒表面ꎬ含有病毒的大部分抗原位点ꎬ是Ⅰ型

鸭肝炎病毒的主要结构蛋白ꎬ能比较好地诱导机体

产生保护性中和抗体ꎮ 本试验拟通过原核表达系统

成功表达 ＤＨＶ￣ＶＰ１ 蛋白ꎬ并制备 ＤＨＶ 抗鼠多克隆

抗体ꎬ为建立 ＤＨＶ 检测方法奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 载体和菌株

ｐＥＴ￣３２ａ 载体由本实验室保存ꎬＥ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感

受态细胞和 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞购自康为

世纪生物科技有限公司ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｐｆｕ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、预染蛋白标准 Ｍａｒｋｅｒ、ＤＬ
１００００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、限制性核酸内切酶 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、限
制性核酸内切酶 Ｓａｃ Ｉ 及 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均购自

Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ质粒提取试剂盒、异丙基硫代￣β￣Ｄ￣半
乳糖苷(ＩＰＴＧ)、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒和 ＤＡＢ
显色液均购自康为世纪生物科技有限公司ꎬ胶回收

试剂盒购自爱思进生物技术有限公司ꎬ辣根过氧化

物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 购自武汉博士德生物工程有

限公司ꎬ抗 Ｈｉｓ 标签鼠单克隆抗体购自康为世纪生

物科技有限公司ꎮ
１􀆰 ３　 引物的设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的 ＤＨＶ￣Ｉ ＶＰ１ 基因序

列ꎬ设计 １ 对用于扩增 ＶＰ１ 基因的引物ꎬ上游插入

Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切位点ꎬ下游插入 Ｓａｃ Ｉ 酶切位点ꎬ引物由

上海英潍捷基生物技术有限公司合成ꎮ 上游引物:５′￣
ＴＴＡＧＧＡＴＣＣＧＧＴＧＡＴＴＣＣＡＡＣＣＡＧＴＴＧ￣３′ꎬ下游引物:
５′￣ＧＣＣＧＡＧＣＴＣＴＴＣＡＡＴＴＴＣＣＡＧＡＴＴＧＡＧＴＴＣ￣３′ꎮ
１􀆰 ４　 目的基因 ＶＰ１ 的扩增

采用 ５０ μｌ 体系扩增目的片段ꎬＰｆｕ ＤＮＡ ｐｏｌｙ￣
ｍｅｒａｓｅ １ μｌ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ、２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｄＮＴＰ ５ μｌ、
Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ ２ μｌ、Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ ２ μｌ、ｃＤＮＡ ２ μｌ、ＤＤＷ ３３ μｌꎮ

反应程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ
４９ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １􀆰 ５ｍｉｎꎬ３５ 个循环后ꎬ７２
℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 反应结束后ꎬＰＣＲ 产物经 ０􀆰 ８％琼

脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 产物的纯化回收

０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎬ于凝胶

成像仪下观察并记录结果ꎮ 按照 ＡｘｙＰｒｅｐ 凝胶回收

试剂盒对 ＰＣＲ 产物进行纯化回收ꎮ
１􀆰 ６　 重组质粒 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 的构建

将制备的目的基因 ＶＰ１ 和 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒分别经

Ｂａｍ Ｈ Ⅰ和 Ｓａｃ Ⅰ双酶切ꎮ 回收酶切后目的片段的

ＶＰ１ 和 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒ꎬ按 ７ ∶ １ 的摩尔比加入体系ꎬ
经 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ连接体系为:Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ
０􀆰 ２ μｌ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌ、ＶＰ１ ２􀆰 ０ μｌ、ｐＥＴ￣３２ａ ２􀆰 ０
μｌ、ＤＤＷ １３􀆰 ８ μｌꎬ２２ ℃下作用 ７５ ｍｉｎꎬ连接产物转

化感受态细胞 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５αꎮ 涂布于含 １００ μｇ / ｍｌ氨
苄青霉素的 ＬＢ 琼脂平板上ꎬ３７ ℃培养过夜ꎮ
１􀆰 ７　 阳性重组质粒的筛选与鉴定

随机挑取生长状况良好的 ２４ 个单菌落接种于

含 ＡＭＰ 液体 ＬＢ 的 ２ ｍｌ 离心管中ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ 振荡

培养 １２~１４ ｈꎬ温度为 ３７ ℃ꎮ 每管菌液取 ２ μｌ 作为

模板进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ于 ＰＣＲ 反应管中依次加入菌

液模板 ２􀆰 ０ μｌ、ＰＣＲ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μｌ、上下游引物各 ０􀆰 ５
μｌ、ＤＤＷ ７􀆰 ０ μｌꎬ共 ２０􀆰 ０ μｌꎬ循环体系同 ＰＣＲ 反应

程序ꎮ 以 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎬ挑
取疑似阳性产物接种于 ５ ｍｌ 含 Ａｍｐ 抗性的 ＬＢ 液

体培养基中ꎬ３７ ℃下 ２００ ｒ / ｍｉｎ振荡培养过夜ꎮ 对

培养后的菌体提取质粒ꎬ酶切鉴定ꎬ酶切体系为:重
组质粒 ＤＮＡ ３０ μｌ、Ｂａｍ Ｈ Ｉ １ μｌ、Ｓａｃ Ｉ １ μｌ、１０×
Ｂｕｆｆｅｒ ４ μｌ、ＤＤＷ ４ μｌꎬ总体积 ４０ μｌꎮ ３７ ℃下酶切
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２０ ｍｉｎꎬ酶切鉴定正确后送由上海英潍捷基生物技

术有限公司测序ꎬ测序正确的克隆命名为 ｐＥＴ￣ＶＰ１ꎮ
１􀆰 ８　 重组菌的诱导表达

将阳性重组质粒 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 和空载体 ｐＥＴ￣３２ａ 质

粒分别转化至 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞中ꎬ取
单菌落接种于含氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ
３７ ℃下培养过夜ꎬ次日以 １ ∶ １００ 的比例接种于新

鲜含氨苄青霉素的 ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃下振荡培养

至 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ８ ~ １􀆰 ０ꎮ 加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 １
ｍｍｏｌ / ｍｌꎬ继续在 ３７ ℃下培养 ５ ｈꎮ 将菌液于 ４ ℃
下以 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的速度离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬＰＢＳ
重悬ꎬ超声破碎裂解ꎬ裂解好后收集沉淀ꎬ在相同条

件下诱导含表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ 的空载体作为对照ꎮ
１􀆰 ９　 表达产物的检测

１􀆰 ９􀆰 １　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测　 将诱导后的菌液与 ５×ＳＤＳ
Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混合煮沸 ５ ｍｉｎꎬ以 １０％的聚丙烯酰氨

凝胶进行电泳ꎬ考马斯亮蓝染色ꎬ脱色后观察结果ꎮ
１􀆰 ９􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析　 将含有重组表达载体

和 ｐＥＴ￣３２ａ 空载体的细菌分别进行诱导表达ꎬ表达产

物经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用封闭液

(含 ５％的脱脂乳)于 ４ ℃下封闭过夜ꎬ次日用抗 Ｈｉｓ
标签蛋白的鼠单抗孵育 ２ ｈꎬ反应完毕后用二抗(ＨＲＰ
标记的羊抗鼠 ＩｇＧ)孵育 １􀆰 ５ ｈꎬＤＡＢ 显色ꎮ
１􀆰 １０　 重组蛋白抗血清的制备

将重组蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ于 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ
ＫＣｌ 溶液中染色ꎬ切下目的条带ꎬ加入适量 ＰＢＳ 研磨

匀浆ꎬ免疫 ６ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 雌性小鼠ꎬ每隔 ２ 周免疫

１ 次ꎬ于免疫 ３ 次后的第 ７ ｄ 采血ꎬ分离血清ꎬ－２０ ℃
分装冻存备用ꎮ
１􀆰 １１　 重组蛋白多克隆抗体的检测

将诱导后的重组蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ转
印到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ封闭过夜后以鼠抗 ＤＨＶ￣ＶＰ１ 的血

清为一抗ꎬ加辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＶＰ１ 基因的克隆

根据特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 产物经

０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ得到 １ 条约 ７５０ ｂｐ 的片

段(图 １)ꎬ与预期的基因片段大小相符ꎮ
２􀆰 ２　 重组质粒 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 的构建与酶切鉴定

提取重组质粒 ｐＥＴ￣ＶＰ１ꎬ经 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ和 Ｓａｃ Ⅰ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ １:ＶＰ１ 基因片段ꎮ
图 １　 ＶＰ１ 片段 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 Ａｇｏｒｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＶＰ１

双酶切和琼脂糖凝胶电泳后ꎬ产生与预期大小相符

的 ２ 条条带ꎬ分别约为 ７５０ ｂｐ、５ ９００ ｂｐ(图 ２)ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:ｐＥＴ￣ＶＰ１ 的 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ和 ＳａｃⅠ双酶切ꎮ
图 ２　 重组质粒 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣ＶＰ１ ｂｙ ｅｎ￣
ｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 重组蛋白 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

重组菌 ｐＥＴ￣ＶＰ１[Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)]和空载体

菌 ｐＥＴ￣３２ａ[Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)]经 ＩＰＴＧ 诱导表达

后收集菌体ꎬ以 ＰＢＳ 溶液重悬ꎬ超声裂解ꎮ 重组蛋

白得到较高水平的表达ꎬ蛋白大小约 ４６ ０００(图 ３)ꎬ
与预期结果相符并且均以包涵体形式存在ꎮ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳分析如图 ３ 显示ꎮ
２􀆰 ４　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

将 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 蛋白和 ｐＥＴ￣３２ａ 对照菌蛋白进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转移至 ＰＶＤＦ 膜上进行免疫印迹

分析ꎮ 图 ４ 显示ꎬ重组蛋白可以与抗 Ｈｉｓ 标签鼠单

克隆抗体发生反应ꎬ在约４６ ０００处有一条明显的蛋

白印迹带ꎬ而对照菌则与抗 Ｈｉｓ 标签鼠单克隆抗体

不发生反应ꎬ蛋白表达正确ꎮ
２􀆰 ５　 多抗的鉴定

重组蛋白 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析后ꎬ电转

印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ以制备的 ＤＨＶ 多抗为一抗ꎬＨＲＰ
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Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ１:ｐＥＴ￣ＶＰ１[Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)] ＩＰＴＧ
诱导ꎻ２:ｐＥＴ￣３２ａ[Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)] ＩＰＴＧ 诱导ꎮ
图 ３　 重组蛋白 ｐＥＴ￣ＶＰ１ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐＥＴ￣ＶＰ１

Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ１:ｐＥＴ￣ＶＰ１[Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)] ＩＰＴＧ
诱导ꎻ ２:ｐＥＴ￣３２ａ[Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)] ＩＰＴＧ 诱导

图 ４　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

Ｆｉｇ.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐＥＴ￣ＶＰ１

标记羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定ꎮ
结果(图 ５)显示ꎬＤＨＶ 多抗能与重组蛋白反应ꎬ条
带大小约４６ ０００ꎬ为 ＶＰ１ 蛋白大小ꎮ

Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ１:ｐＥＴ￣３２ａ[Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)] ＩＰＴＧ
诱导ꎻ２:ｐＥＴ￣ＶＰ１[Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)] ＩＰＴＧ 诱导ꎮ
图 ５　 ＶＰ１ 多抗血清的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰ１ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

３　 讨 论

鸭肝炎病毒(ＤＨＶ) ＶＰ１ 基因编码的 ＶＰｌ 蛋白

大部分暴露在病毒表面ꎬ含有病毒大部分抗原位点ꎬ
是Ⅰ型鸭肝炎病毒主要的结构蛋白ꎬ能够比较好地

诱导机体产生保护性中和抗体ꎮ
本试验构建了原核表达质粒 ｐＥＴ￣ＶＰ１ꎬ使其在

Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)中进行融合表达ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

结果显示 ＶＰ１ 重组蛋白得到大量表达ꎮ 根据 ＶＰ１
基因序列推导 ＶＰ１ 蛋白分子量的大小约为４６ ０００ꎬ
本试验中表达的融合蛋白分子量比实际大ꎬ可能是

因为选用的 ｐＥＴ￣３２ａ 表达载体带有 ６ 个组氨酸的标

签(Ｈｉｓ－Ｔａｇ)ꎬ组氨酸是碱性氨基酸ꎬ带有正电荷ꎬ
可以改变蛋白在 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 中的泳动行为ꎬ降低蛋

白的泳动速率ꎬ导致表观分子量变大[７]ꎬ加上部分

多克隆位点序列ꎬ从而使得本试验中融合蛋白表达

的分子量比理论值大ꎮ
本研究以 ｐＥＴ￣３２ａ 为载体ꎬ克隆、表达、纯化了鸭

肝炎病毒 ＶＰ１ 蛋白并获得了高效表达ꎬ以纯化后的

ＶＰ１ 蛋白免疫小鼠ꎬ制备多抗血清ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测结果显示 ＤＨＶ￣ＶＰ１ 的多抗血清能够特异性地识

别 ＶＰ１ 蛋白ꎬ而与 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒转化的大肠杆菌无反

应ꎬ证实了 ＶＰ１ 蛋白具有良好的抗原性ꎬ该多抗血清

日后可用于 ＶＰ１ 蛋白表达的特异性检测ꎮ
本研究成功获得了 ＤＨＶ 重组蛋白及多克隆抗

体ꎬ为 ＤＨＶ 及其衣壳蛋白的研究以及 ＤＨＶ 分子生

物学研究的深入开展奠定了基础ꎮ
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