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[摘 要] 目的：探讨RNA结合蛋白Lin28对肝癌HepG2细胞5-氟尿嘧啶（5-Fu）敏感性的影响及其机制。方法：应用 pcDNA3.1-

Lin28或 si-Lin28转染HepG2细胞，采用qPCR及WB法检测转染后HepG2细胞Lin28的表达水平，CCK-8法检测5-Fu作用后转染

细胞增殖活性变化并计算5-Fu对细胞作用的 IC50，流式细胞术检测5-Fu处理后细胞凋亡情况、WB法检测凋亡相关蛋白的表达变

化，qPCR法检测转染后耐药相关miRNA（let-7a和 let-7b）及肿瘤干细胞标记物（Oct4、Nanog和Sox2）的mRNA表达水平。结果：
与空载对照组（HepG2/Vector）相比，HepG2/Lin28组细胞中Lin28 mRNA和蛋白的表达水平均显著升高（P<0.05或P<0.01），过表

达Lin28可显著抑制HepG2细胞对5-Fu作用的敏感性（IC50明显升高，P<0.05）和增强细胞增殖活性、使细胞凋亡率和凋亡相关蛋

白 caspase-3表达明显降低（均P<0.01）。与阴性对照组（si-control）相比，si-Lin28细胞中Lin28表达水平显著下降（P<0.01）；敲减

Lin28可使细胞增殖活性及5-Fu的 IC50显著降低（均P<0.01），凋亡率及凋亡蛋白表达明显增加（P<0.01）。与HepG2/Vector组比

较，HepG2/Lin28细胞中 let-7a、let-7b及肿瘤干细胞标记物（Oct4、Nanog和Sox2）的表达水平明显上调（均P<0.01），而 si-Lin28细

胞中 let-7a、let-7b及Oct4、Nanog、Sox2的表达水平较 si-control组明显下调（均P<0.01）。结论：Lin28可通过调节miRNAs的表达

及肿瘤干细胞的形成从而调节肝癌HepG2细胞对化疗的敏感性，靶向调节Lin28表达有望成为提高肝癌化疗疗效的手段。
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Effect and molecular mechanism of Lin28 on 5-Fu sensitivity of hepatocellular
carcinoma HepG2 cells

CHEN Shaojian, LIN Yonghua, WU Youyi, WEI Jianfeng, Liao Zhengrong (Department of General Surgery, the Second Affiliated

Hospital of Fujian Medical University, Quanzhou 362000, Fujian, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect and mechanism of RNA binding protein Lin28 on the 5-fluorouracil (5-Fu) sensitivity

of HepG2 cells. Methods: HepG2 cells were transfected with plasmid pcDNA3.1-Lin28 or si-Lin28 (small interfering RNA of Lin28).

qPCR and Western blotting were used to detect the expression of Lin28 in HepG2 cells after transfection. Changes of cell proliferation

in transfected cells after 5-Fu treatment was detected by CCK8 assay and the 50% inhibitory concentration (IC50) was calculated. Flow

cytometry was used to detect apoptotic rate after 5-Fu treatment and the expression of apoptosis-related protein was assayed by Western

blotting. The mRNA expressions of drug-resistant miRNAs (let-7a and let-7b), as well as cancer stem cell markers (Oct4, Nanog and

Sox2) after transfection were detected by qPCR. Results: As compared to the HepG2/Vector cells, the mRNA and protein expressions

of Lin28 were significantly up-regulated in HepG2/Lin28 cells (P<0.05 or P<0.01). Over-expression of Lin28 significantly suppressed

the sensitivity of HepG2 cells to 5-Fu (IC50 elevated obviously, P<0.05) and significantly increased cell proliferation while decreased

apoptotic rate and expression of apoptotic-related protein caspase-3 (all P<0.01). As compared to si-control group, expression of Lin28

in HepG2/si-Lin28 cells was significantly down-regulated (P<0.01). Lin28 knockdown significantly reduced cell proliferation and IC50

of 5-Fu (all P<0.01) but increased apoptotic rate and expression of apoptosis-related protein (P<0.01). Compared with HepG2/Vector

group, expressions of let-7a and let-7b, as well as cancer stem cell markers (Oct4, Nanog and Sox2) were significantly increased in

HepG2/Lin28 cells (all P<0.01); while these molecules were significantly decreased in HepG2/si-Lin28 cells as comparing to si-control

group (all P<0.01). Conclusion: Lin28 can modulate the chemosensitivity of HepG2 cells by regulating the expression of miRNAs and

the formation of cancer stem cells. Targeting Lin28 might be a promising approach to improve the chemotherapy efficacy in HCC.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是亚

洲最常见的恶性肿瘤之一，我国肝癌发病率位居全

球第一，其主要原因为我国是感染慢性乙型病毒性

肝炎的大国 [1]。肝癌的发病隐匿，早期患者多无明显

症状，手术切除并不适用于大多数肝癌患者，而经导

管动脉化疗栓塞（transcatheter arterial chemoemboli‐

zation，TACE）是中晚期肝癌患者治疗的主要手段[2]。

但肝癌对化疗药物的高度耐药性限制了TACE的有

效性。因此，探索肝癌细胞的耐药机制，对提高肝癌

化疗的疗效、改善患者预后是极其重要且迫切的。

Lin28是一种高度保守的RNA结合蛋白，它可通过

抑制肿瘤的miRNA从而促进肿瘤的发生发展。研究结

果[3-5]表明，Lin28的异常表达及激活与多种癌症的预后

密切相关，包括乳腺癌、肺癌、结肠癌和肝癌等。有研

究[6-7]显示，高表达的Lin28与人类恶性肿瘤的化疗耐药

有关，Lin28高表达的乳腺癌细胞表现出更强的紫杉醇

耐药性；而在人胃癌中，过表达Lin28可降低奥沙利铂、

多西他赛及氟尿嘧啶多种药物的敏感性，且在局部晚

期胃癌患者接受新辅助化疗过程中，Lin28的表达与肿

瘤的反应有关。Lin28在肝癌中高表达[8]，但其在肝癌

HepG2细胞的药物敏感性中的作用尚不清楚。因此，

本研究探讨Lin28对肝癌的化疗敏感性的影响，为阐明

肝癌的耐药机制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂及仪器

人肝癌细胞HepG2由本实验室保存。DMEM培

养基、无血清培养基、OPTI-MEM培养基、胰蛋白酶、

青链霉素混合液均购自美国 Gibco 公司，转染试剂

LipofectamineTM 2000、RNA 提取试剂 TRIzol 购自美

国Life Technologies公司，胎牛血清购自杭州四季青

公司，RIPA裂解液、BCA 试剂盒、SDS-PAGE 试剂

盒 、辣 根 过 氧 化 物 酶（horseradish peroxidase，

HRP）标记的山羊抗兔二抗购自上海碧云天生物

技术有限公司，CCK-8 试剂盒购自日本Dojind公

司，Annexin-V PI凋亡试剂盒购自美国BD生物科学

公司，逆转录试剂盒及 PCR试剂盒购自大连宝生物

公司，PVDF 膜购自美国 Thermo Fisher Scientific 公

司，5-氟尿嘧啶购自Sigma-Aldrich公司，兔来源的抗

Lin28、Caspase 3抗体购自美国Abcam公司，兔来源

的抗 GAPDH 抗体购自武汉谷歌生物公司，PCR 引

物、pcDNA3.1-Lin28 siRNA 及质粒购自上海生工

生物工程股份有限公司，ABI7500 PCR 仪购自美

国Applied Biosystems公司，酶标仪购自瑞士Tecan公

司，流式细胞仪购自美国 Thermo Fisher Scientific

公司。

1.2 细胞培养与转染

人肝癌细胞株HepG2在常规条件下（高糖DMEM

培养液中含有10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和100 μg/ml

链霉素，37 ℃、5% CO2）培养至对数生长期时备用。用

0.25%胰蛋白酶消化对数生长期的 HepG2 细胞，按

5×105个/孔接种于含10%胎牛血清、不含抗生素的DMEM

培养液的6孔板继续培养24h，当细胞汇合度达70%~80%

时，按照LipofectamineTM 2000试剂说明书的方法进行

转染。用OPTI-MEM稀释转染试剂、质粒和siRNA，常

温孵育5 min。将50 μl稀释好的转染试剂和50 μl稀释

好的质粒、siRNA分别轻轻混匀，常温孵育20 min。然

后将转染混合物加至细胞样品中，培养6 h后换新鲜培

养基，继续培养48 h后进行后续实验。HepG2细胞转

染分组：空载对照组（HepG2/Vector）、Lin28过表达质粒

组（HepG2/Lin28)，RNA干扰阴性对照组（si-control)、靶

向Lin28的干扰RNA组（si-Lin28）。qPCR及WB法检

测Lin28 mRNA及蛋白的表达水平，验证转染效率。

1.3 qPCR 法检测 Lin28、Let-7a、Let-7b 及肿瘤干细

胞相关标记物的表达水平

用TRIzol法从转染后各组HepG2细胞中提取总

RNA，用酶标仪测定RNA纯度及浓度，按照试剂盒说

明书进行 cDNA的合成和 qPCR的扩增。qPCR反应

条件：95 °C预变性 10 min，按以下程序进行 40 次循

环反应扩增：95 °C 变性 30 s、60 °C 退火30 s、72 °C

延伸40 s。每个样本进行 3次重复，计算其平均水平。

GAPDH作为内源性参照，检测结果用公式2-ΔΔCt法计

算mRNA相对表达量。引物序列见表1。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Primer sequences for qPCR

Gene

Lin28

Let-7a

Let-7b

Oct-4

Nanog

Sox2

GAPDH

Primer sequence

F:5'-CGGCCAAAAGGAAAGAGCAT-3'

R:5'-GTTGGCTTTCCCTGTGCACT-3'

F:5'-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-3'

R:5'-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-3'

F:5'-ATTGCGGCCGCTGCCTGTAGAGT‐
CACCCCACC-3'

R:5'-GGTGGGCCCCCAGAAACAAAACAAAT‐
CAAGAAC-3'

F:5'-AGCCCTCATTTCACCAGGCC-3'

R:5'-TGGGACTCCTCCGGGTTTTG-3'

F:5'-GGAGGGTGGAGTATGGTTGG-3'

R:5'-TGAGGCAGGAGAATGGCGTG-3'

F:5'-ATGTCCAGCACTACCAGAGC-3'

R:5'-GTGTGGATGGGATTGGTGTTCTC-3'

F:5'-ATTCCACCCATGGCAAATTC-3'

R:5'-TGGGATTTCCATTGATGATAA-3'

1.4 CCK-8法检测不同Lin28表达水平对HepG2细

胞5-Fu敏感性的影响

通过细胞增殖活性反映细胞对 5-Fu的敏感性，

采用CCK-8法检测细胞增殖活性。分别将各组细胞

接种于 96孔板中，接种细胞密度为 5×103/孔，37 ℃、

5% CO2中培养，四组细胞设置调零组（仅含培养基）、

空白组（含培养基+细胞）、实验组（培养基+细胞+药

物），每组共设置3个复孔。培养箱孵育培养12 h后，

分别在各组细胞中加入不同干预物浓度（0、20、40、

80、160 μmol/L）处理48 h后，每孔加入10 μl CCK8试

剂，培养箱内孵育 1 h后，于 450 nm波长处用酶标仪

测光密度（D）值，细胞增殖率=（实验组D值-调零孔D

值）/（空白组D值-调零孔D值）×100 %。绘制细胞存

活率-药物浓度关系曲线图，同时计算药物 IC50。

1.5 流式细胞术检测转染后HepG2细胞的凋亡情况

将处于对数生长期的四组细胞用胰酶消化后，

以2×105/孔细胞密度接种于6孔板中，继续培养24 h，

并加入 10 μmol/L的 5-Fu干预 48 h。干预物处理结

束后，用70%乙醇固定细胞，并根据试剂盒说明书操

作步骤进行Annexin V及碘化丙酸（PI）染色避光孵

育15 min后，在1 h内用流式细胞仪检测细胞凋亡情

况。实验重复3次。

1.6 WB 法检测转染后各组 HepG2 细胞凋亡蛋白

Caspase-3的表达水平

采用RIPA裂解液提取HepG2/Vector组、HepG2/

Lin28 组、si-control 组、si-Lin28 组细胞蛋白，根据

SDS-PAGE试剂盒制定合适浓度的凝胶，通过电泳分

离细胞裂解物。将电泳结束后的凝胶通过电转移到

PVDF 膜。用针对 Lin28、Caspase 3 或 GAPDH 的一

抗孵育。GAPDH用作内参，蛋白条带通过高敏的化

学发光液进行检测，采用 Image Lab软件分析目的条

带的灰度水平。实验重复3次。

1.7 统计学处理

采用SPSS 20.0统计学软件进行分析。正态分布

计量数据以 x̄±s 表示，两样本均数间比较采用 t 检

验；计数数据以百分数表示，采用 Pearson χ2检验，

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Lin28过表达显著抑制HepG2细胞对 5-Fu药物

的敏感性

为探索Lin28对HepG2细胞化疗敏感性的影响，

采用质粒转染HepG2细胞使Lin28过表达，qPCR法检

测结果（图 1A）显示，HepG2/Lin28 组中 Lin28 的

mRNA 的表达明显高于 HepG2/Vector 组（20.53±

1.725 vs 1.0±0.058，P<0.01）；WB法检测结果（图 1B）

显示，HepG2/Lin28组中Lin28的蛋白的表达明显高于

HepG2/Vector 组（7.71±1.337 vs 0.8±0.225，P<0.01）。

实验结果表明，Lin28质粒在HepG2/Lin28细胞中高

效率转染成功过表达，使Lin28在转染后过表达。

用多种不同浓度（0、20、40、80、160 μmol/L）

的 5-Fu干预HepG2/Vector及HepG2/Lin28两组细胞

48 h，采用CCK-8法检测细胞增殖活性，结果（图2A）

显示，过表达 Lin28 显著降低 HepG2 对 5-Fu 的敏感

性，其 IC50 明显高于空载组 [(10.63±0.67) vs (5.11±

0.14) μmol/L，P<0.05；图2B]。

图1 qPCR(A)及WB(B)检测转染后HepG2细胞中

过表达的Lin28水平

Fig.1 Over-expression of Lin28 in transfected HepG2

cells detected by qPCR (A) and WB (B)

图2 Lin28过表达可降低HepG2细胞对5-Fu的敏感性（（A））并增加5-Fu的 IC50(B)

Fig.2 Over-expression of Lin28 reduced sensitivity (A) of HepG2 to 5-Fu and increased IC50 (B)of 5-Fu

·· 262



陈少坚, 等 . Lin28对肝癌HepG2细胞5-Fu敏感性的影响及其分子机制
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48 h，采用CCK-8法检测细胞增殖活性，结果（图2A）

显示，过表达 Lin28 显著降低 HepG2 对 5-Fu 的敏感

性，其 IC50 明显高于空载组 [(10.63±0.67) vs (5.11±

0.14) μmol/L，P<0.05；图2B]。

图1 qPCR(A)及WB(B)检测转染后HepG2细胞中

过表达的Lin28水平

Fig.1 Over-expression of Lin28 in transfected HepG2

cells detected by qPCR (A) and WB (B)

图2 Lin28过表达可降低HepG2细胞对5-Fu的敏感性（（A））并增加5-Fu的 IC50(B)

Fig.2 Over-expression of Lin28 reduced sensitivity (A) of HepG2 to 5-Fu and increased IC50 (B)of 5-Fu
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2.2 Lin28过表达可抑制5-Fu诱导的HepG2细胞凋亡

将HepG2/Vector及HepG2/Lin28细胞置于10 μmol/L

浓度的5-Fu中干预48 h，并用Annexin-V对处理后的细

胞进行染色后，应用流式细胞术检测 Lin28过表达对

5-Fu诱导细胞凋亡的影响。结果（图3A）显示，Lin28过

表达组的细胞凋亡率明显低于空载组[（15.97±1.257）%

vs（44.03±2.291）%，P<0.01）。WB法检测凋亡相关蛋

白的表达，结果（图3B）显示，HepG2/Lin28组凋亡蛋白

Caspase-3表达水平明显低于HepG2/Vector组（0.57±

0.172 vs 5.74±1.466，P<0.01）。

2.3 敲减Lin28能显著促进HepG2细胞对5-Fu药物

敏感性及诱导其凋亡

用 siRNA下调HepG2细胞中的Lin28表达水平，

应用qPCR及WB方法检测验证 si-Lin28在HepG2细

胞中的下调水平和转染效率（图4）。qPCR法检测结

果（图4A）显示，si-Lin28组中Lin28 mRNA的表达显著

低于si-control组（0.377±0.026 vs 1.0±0.057，P<0.01）；

WB法检测结果（图 4B）显示，si-Lin28组中Lin28蛋

白 的 表 达 明 显 低 于 si-control 组（0.377±0.121 vs

3.632±0.836，P<0.01）。

用多种不同浓度（0、20、40、80、160 μmol/L）的5-

Fu 干预 si-control 及 si-Lin28 两组细胞 48 h，采用

CCK-8 法检测细胞活性，结果（图 5A）显示，下调

Lin28显著增加HepG2对 5-Fu的敏感性，其 IC50低于

si-control组[（1.61±0.66）vs（7.62±0.44）μmol/L，P<0.01；

图 5B）。用 10 μmol/L 的 5-Fu 干预 si-control 及 si-

Lin28细胞 48 h，并用Annexin-V对处理后的细胞进

行染色后，应用流式细胞术检测Lin28下调对细胞凋

亡情况的影响。结果（图6A）显示，Lin28下调组的细

胞凋亡率明显高于 si-control 组 [（37.73±1.660）% vs

（15.63±1.041）% ，P<0.01]。WB 法检测凋亡蛋白

Caspase3的表达，结果显示（图 6B），si-Lin28组中凋

亡蛋白 Caspase3 的表达水平明显高于 si-control 组

（3.48±0.81 vs 0.89±0.27，P<0.05）。

A: Cell apoptosis rate ; B: Expression of aoptotic protein

图3 Lin28过表达抑制5-Fu诱导的HepG2细胞凋亡

Fig.3 Over-expression of Lin28 inhibited 5-Fu-induced

apoptosis in HepG2 cells

图4 qPCR(A)及WB(B)检测转染后HepG2细胞中

下调的Lin28水平

Fig.4 Down-regulated expression of Lin28 in transfected

HepG2 cells detected by qPCR(A) and WB(B)

图5 敲减Lin28增加HepG2细胞对5-Fu的敏感性（（A））且降低5-Fu的 IC50（（B））

Fig.5 Knockdown of Lin28 increased sensitivity (A) of HepG2 to 5-Fu and reduced IC50 (B)

2.4 Lin28影响HepG2细胞药物敏感相关分子和肿

瘤干细胞相关标记物的表达水平

为探讨Lin28影响HepG2细胞 5-Fu的药物敏感

性机制，在过表达或下调Lin28细胞中检测与化疗敏

感性密切相关的 let-7a 及 let-7b mRNA 表达水平。

qPCR检测结果（图7）显示，相较于HepG2/Vector组，

HepG2/Lin28明显降低 let-7a及 let-7b mRNA的表达

（均P<0.01）。进一步探索Lin28对肿瘤干细胞标记

物表达水平的影响，qPCR检测结果（图8A、B）显示，

过表达Lin28能显著增加干细胞标记物Oct4、Nanog、
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Sox2 的表达水平，而下调 Lin28 则抑制他们的表达

（均P<0.01）。

A: Cell apoptosis rate ; B: Expression of aoptotic protein

图6 敲减Lin28促进5-Fu诱导的HepG2细胞凋亡

Fig.6 Knockdown of Lin28 promoted 5-Fu-induced

apoptosis in HepG2 cells

3 讨 论

化疗是癌症的重要治疗方法之一，不同组织来

源的恶性肿瘤对化疗药物的敏感性不尽相同。对于

包括肝细胞癌在内的实体肿瘤而言，由于肿瘤内部

药物摄取不足，且存在多种影响细胞对不同药物反

应的内在因素，使得肿瘤细胞表现出高度的耐药性。

肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其高度耐药性

是引起肝癌患者预后差的重要原因。尽管近年来已

经进行了大量的研究，但肝癌的耐药机制尚未完全

阐明。故深入了解肝癌的耐药机制，对提高肝癌治

疗效果和改善患者预后有着极其重要的意义。

图7 过表达Lin28明显降低 let-7a及

let-7b mRNA的表达水平

Fig.7 Over-expression of Lin28 significantly reduced the

expressions of let-7a and let-7b mRNA

图8 Lin28对干细胞标记物Oct4、Nanog、Sox2表达水平的影响

Fig.8 Effects of Lin28 on the expressions of stem cell markers Oct4, Nanog and Sox2

在既往的研究中发现，一些基因如p53、Ras、Raf-1、

Bcl-2及Survivin等的表达与化疗耐药有关。肿瘤干

细胞在化疗耐药中的影响也越来越受到重视，部分

miRNA 表达水平的变化被发现与化疗耐药密切相

关，也与肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移密切相关[9]。

Lin28在肝细胞癌中表达水平异常升高，可促进乙肝

病毒感染HCC细胞的体外增殖[10-11]，但尚无研究表明

Lin28的调控异常与HCC 的耐药有关。本研究通

过质粒转染建立过表达 Lin28的HCC细胞，检测其

对5-Fu药物的敏感性及计算其 IC50的变化、检测凋亡

率及凋亡相关基因的表达变化等，发现过表达Lin28

可降低细胞对 5-Fu的敏感性，其 IC50升高，而凋亡率

及凋亡相关蛋白表达则显著下降（均P<0.01）。进一

步通过下调Lin28的表达水平进行反向验证，证实了

Lin28对HepG2细胞耐药表型的影响。

本研究还探讨了Lin28的作用机制。作为RNA

结合蛋白，Lin28可通过结合不同类型的RNA而发挥

促癌作用，研究证实Lin28与某些miRNAs的加工过

程有关[6]。例如，Lin28可诱导 let-7前体的末端尿嘧

啶化和降解，通过抑制其体外加工过程而阻断 let-7

的生成，从而降低成熟的 let-7家族成员的水平。对

于不同 let-7家族成员而言，Lin28基因敲除后都有明

显的表达上调，而其他 miRNAs 的水平则保持不

变[12]。这些数据表明，Lin28可选择性阻止 let-7家族

前体RNA的形成过程。据报道[13]，let-7的下调可促

进抗凋亡基因的表达，从而诱导肿瘤细胞凋亡抵抗，

降低肿瘤细胞对药物的敏感性。Let-7还可通过抑制

下游靶基因HMGA2及K-ras而影响肿瘤的进展[14]。

在恶性肿瘤中，特定 let-7家族中的miRNA过表达，

可降低 let-7的表达水平从而导致化疗耐药[15]。本研

究结果表明，在过表达 Lin28 的 HepG2 中，let-7a 和

let-7b的mRNA水平显著降低（P<0.01）。因此，Lin28

可能通过影响miRNA的加工而影响HCC细胞的化

疗敏感性。
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Lin28还是一种众所周知的肿瘤干细胞标记物，

多项研究证明它在诱导多能干细胞及维持肿瘤干细

胞中发挥重要的作用，近年来已逐渐成为热门的研

究目标[16]。在乳腺癌、头颈部肿瘤等多种人类恶性肿

瘤中，Lin28可通过增强肿瘤细胞的干性，使其自我

更新及侵袭能力、化疗耐药等能力增强，促使肿瘤进

展[17-18]。而在肝细胞癌中，Lin28作为胚胎源性的循

环肿瘤干细胞标记物，过表达 Lin28 可上调 Oct4、

Nanog和 Sox2等干细胞标记物，促进体外干细胞球

的形成，从而引起HCC的复发转移[19]。本研究中发

现，过表达 Lin28 可升高肿瘤干细胞标记物 Oct4、

Nanog和Sox2的表达水平（P<0.01），而下调 Lin28

时则上述肿瘤干细胞标记物的表达水平明显降

低（P<0.05），结果提示Lin28可通过潜在调节HCC干

细胞，从而增强其干细胞特性，使其产生化疗耐药。

综上，本研究结果证实了 Lin28 可调节肝癌

HepG2细胞的化疗敏感性，而影响miRNAs的形成过

程及促进肿瘤干细胞特性可能是其作用机制。靶向

调控Lin28的方式有望成为提高肝癌化疗敏感性的

有效手段，其在体内的作用及机制仍需要进一步的

实验验证。
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