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摘要 目的：探究胃癌细胞铁死亡发生时，端粒酶 TERT如何抵抗铁死亡的发生。方法：提取胃癌细胞 BGC823的线粒体及细胞
总蛋白，通过蛋白质印迹实验检测 10 滋mol/L erastin处理细胞后，铁死亡相关蛋白 SLC7A11、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）及
端粒酶蛋白 TERT表达量的变化以及线粒体中 TERT含量变化；通过免疫荧光实验检测 TERT是否定位于线粒体；使用 5 滋mol/
L bosutinib预处理细胞后再加入 10 滋mol/L erastin处理细胞，通过免疫荧光实验检测 TERT与线粒体定位情况；通过活性氧簇
（ROS）检测试剂盒、丙二醛（MDA）检测试剂盒、Fe2+检测试剂盒分别检测 ROS、MDA、Fe2+含量变化；通过 CCK-8及划痕实验检
测细胞生长、增殖及迁移能力。结果：蛋白质印迹实验结果显示，GPX4（t=15.30，P<0.001）、SLC7A11（t=5.228，P<0.01）、TERT（t=
3.682，P<0.05）水平明显降低，线粒体中 TERT含量降低（t=6.736，P<0.001）。免疫荧光实验结果显示，TERT定位于线粒体，联合
用药组细胞免疫荧光实验结果显示 TERT更多的定位在细胞核。联合用药组与单独用药组相比，铁死亡指标 ROS（t=4.109，P<
0.05）、MDA（t=6.491，P<0.01）、Fe2+（F=9.703，P<0.01）含量均升高，CCK-8（F=4.706，P<0.05）及划痕实验（t=4.631，P<0.05）结果显
示细胞增殖、迁移能力进一步降低。结论：铁死亡发生时，TERT由细胞核向线粒体进行转位，使用 bosutinib抑制 TERT向线粒
体转位后，铁死亡相关指标增强，抑制 TERT转位可以增强铁死亡的发生，抑制胃癌细胞生长、增殖。
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The mechanism of telomerase TERT resisting ferroptosis in gastric cancer cells by translocating to
mitochondria
LIU Siqi，HAO Mingying，HUANG Xinyu，GENG Xin
（Department of Biochemistry and Molecular Biology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，
China）
Abstract Objective：To explore how telomerase TERT resists ferroptosis in gastric cancer cells. Methods：Mitochondria and total cell
proteins of gastric cancer cell BGC823 were extracted. Changes in the expression levels of ferroptosis related proteins SLC7A11，glu原
tathione peroxidase 4（GPX4），and telomerase protein TERT after treatment with 10 滋mol/L erastin in cells were detected by Western
blotting. Whether TERT was localized in mitochondria was detected through immunofluorescence assay. TERT and mitochondrial local原
ization were detected by immunofluorescence assay after 5 滋mol/L bosutinib pretreatment and 10 滋mol/L erastin treatment of cells.
Changes in ROS，MDA，and Fe2+ contents were detected by reactive oxygen species（ROS）detection kit，malondialdehyde（MDA）detec原
tion kit，and Fe2+ detection kit，respectively. Cell growth，proliferation，and migration were measured by CCK-8 and wound healing.Re原
sults：Western blotting showed a significant decrease in GPX4（t=15.30，P<0.001），SLC7A11（t=5.228，P<0.01），and TERT（t=3.682，P<
0.05）protein levels，and reduction in the content of TERT in mitochondria（t=6.736，P<0.001）. The immunofluorescence experiment
results showed that TERT was localized in mitochondria，and the combined use of the drug group showed that TERT was more localized in
the nucleus. Compared with the monotherapy group，the combination therapy group showed an increase in iron death markers ROS（t=
4.109，P<0.05），MDA（t=6.491，P<0.01），and Fe2+（F=9.703，P<0.01）content. The CCK-8 and wound healing results showed a further
decrease in cell proliferation and migration ability. Conclusion：When ferroptosis occurs，TERT translocates from the nucleus to mito原
chondria. Inhibiting TERT translocation to mitochondria with bosutinib enhances ferroptosis related indicators，indicating that inhibiting
TERT translocation can enhance ferroptosis and inhibit the growth and proliferation of gastric cancer cells.
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论著

胃癌是全球第五大常见癌症，死亡率很高，是癌

症相关死亡的第三大常见原因[1]。超过 90%的胃癌是
胃腺癌，平均 5 年生存率不到 20%[2]。早期胃癌的主
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要治疗方法是内窥镜切除，非早期胃癌主要为手术治

疗、放化疗以及免疫治疗相结合的方式[3]，但治愈率没

有显著提升，因此需要探究靶向治疗胃癌的方法。

自 2012年以来，铁死亡已被确定为一种不同
于坏死性凋亡、细胞凋亡和自噬的新型调节性细胞

死亡[4]。铁死亡涉及活性氧簇（ROS）的积累并导致
细胞的致命损伤。氨基酸反向转运体系统（Xc-系
统）可以促进谷胱甘肽（GSH）的合成[5]。GSH通过促
进谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）的表达从而抑制
脂质过氧化物的积累，使得铁死亡过程受到抑制。

Erastin等小分子可抑制 Xc-系统的活性，导致细胞
内 GSH、GPX4表达水平下降以及脂质过氧化物的
积累，最终导致细胞发生铁死亡[6]。

端粒酶在细胞核内负责维持端粒长度及稳定

性。已有文献报道，细胞发生氧化应激时，通过 src激
酶磷酸化 707位酪氨酸来诱导 TERT核输出，从而使
线粒体基质中 TERT含量升高[7]。线粒体中的TERT
可以减少 ROS的产生，保护线粒体 DNA（mtDNA）免
受损伤，对线粒体呼吸链发挥保护作用，从而促进肿

瘤细胞的耐药性[8-9]。肿瘤细胞中含有铁死亡发生的

自我保护机制即铁死亡防御机制，目前报道的有以

下 4种：GPX4通过还原型 GSH解毒脂质过氧化物
并抑制铁死亡[10]；铁死亡抑制蛋白（FSP）1作为一种
氧化还原酶，主要在质膜上将 CoQ还原为 CoQH2，然
后作为亲脂性自由基捕获抗氧化剂来解毒脂质过

氧化自由基[11]；线粒体中的二氢酸脱氢酶（DHODH）
介导的铁死亡防御机制，与线粒体 GPX4协同作用，
将泛素还原为泛素醇来抑制线粒体内膜中铁死亡

的发生[12]；线粒体 cGAS 通过与线粒体外膜上的动
力相关蛋白（DRP）1 结合，促进其寡聚化来抑制线
粒体中铁死亡的发生[13]。

已经有文献报道，铁死亡发生时伴随着氧化应

激，因此本课题主要探究铁死亡发生时，TERT是否
向线粒体转位，从而抵抗铁死亡的发生及其对胃癌

细胞生长增殖的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器 人胃腺癌 BGC823细胞系；
DMEM高糖培养基（Gibco），高纯度胎牛血清（FBS）、
细胞胰蛋白酶（BiologicalIndustries）；PBS 缓冲液；
Erastin（HY-15763，美国 MCE公司）；Bosutinib（SKI-
606，美国 SelleckChemicals 公司）；GAPDH 抗体
（10494 -1 -AP，Proteintech）；TERT 抗体（ab32020，
Abcam）；GPX4抗体（67763-1-lg，proteintech）；HisH3
抗体（17168-1-AP，proteintech）；VDAC抗体（10866-
1-AP，proteintech）；AlexaFlour 488标记山羊抗兔 IgG
（H+L）荧光抗体（ab150077，Abcam）；Mito-Track原

erDeepRedFM（线粒体远红外荧光探针，C1032，中国
碧云天生物技术有限公司）；山羊血清（C0265，中国
碧云天生物技术有限公司）；BCA 蛋白质浓度检测
试剂盒（PC0020，北京索莱宝科技有限公司）；超敏
ECL化学发光试剂盒（P0018S，中国碧云天生物技
术有限公司）；线粒体提取试剂盒（SM0020，北京索
莱宝科技有限公司）；丙二醛（MDA）测定试剂盒
（A003-1-1，南京建成生物工程研究所）；CCK-8检
测试剂盒（C3007，中国碧云天生物技术有限公司）；
细胞 CO2恒温培养箱、-80益冰箱、荧光显微镜、多
功能酶标仪购自美国 ThermoFisherScientific有限公
司；超净工作台购自江苏通净净化设备有限公司；

恒温水浴锅购自美国 Crystal公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及传代 使用含有 10%FBS，1%青-
链霉素的 DMEM 高糖培养基培养人胃癌细胞系
BGC823细胞，置于 5% CO2、37益恒温培养箱培养，
待细胞贴壁后用胰蛋白酶消化细胞并传代，不传代

的细胞 1耀2 d更换 1次培养基。
1.2.2 药物配制 将1 mg erastin粉末溶于0.1828 mL
DMSO中，使其浓度为 10 mmol/L，实验所需药物终
浓度为 10 滋mol/L，以 1：1 000的比例稀释药物加入
到培养基中处理细胞。5 mg bosutinib 粉末溶于
0.942 6 mL DMSO中，其浓度为 10 mmol/L，实验所
需药物终浓度为 5 滋mol/L，以 1：2 000的比例稀释
药物加入到培养基中处理细胞。

1.2.3 蛋白质印迹实验 取对数生长期 BGC823细
胞接种于 6 cm皿，使其密度为 70%，待细胞贴壁后
进行转染或加药处理，48 h 后使用胰酶消化细胞，
向细胞沉淀中加入预先配置好的蛋白裂解液（RIPA 颐
PIC 颐 PMSF为 100 颐 2 颐 1配置蛋白裂解液）提取细胞
总蛋白。使用 BCA法检测蛋白浓度。经过 10%SDS-
PAGE凝胶电泳分离后将蛋白转印在 PVDF膜，置于
慢速摇床上，使用脱脂牛奶室温封闭 2 h，随后将相
应条带目的蛋白孵育在对应的特异性一抗中 4益孵育
过夜，使用 TBST洗膜 3次，室温孵育二抗 2 h，TBST
洗膜 3次后使用 ECL发光液进行蛋白质含量检测，
包括 GAPDH、TERT、VDAC、GPX4、SLC7A11蛋白。
1.2.4 提取线粒体实验 取对数生长期 BGC823细
胞接种于 15 cm皿，待细胞贴壁后进行加药处理，
48 h后胰酶消化细胞并计数，取 5伊107个细胞，加入

1.0 mL冰预冷的 LysisBuffer重悬细胞，将细胞悬液
转移到小容量玻璃匀浆器内，0益冰浴研磨 30耀40
次。将细胞匀浆物转移到离心管，4益，1 000伊g离心
5 min；取上清，转移至新的离心管中，4益，1 000伊g
再次离心 5 min。取上清，转移至新的离心管中，
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4益，12 000伊g离心 10 min。离心后线粒体沉淀在管
底，用 50 滋L StoreBuffer重悬线粒体沉淀，立即使用
或-80益保存。
1.2.5 免疫荧光实验 取对数生长的 BGC823细胞
铺于 6孔板中，分为 DMSO、10滋mol/Lerastin、5滋mol/L
bosutinib及联合使用两种药物组。待细胞贴壁后，
DMSO组加入 2 滋L DMSO；erastin组吸取 2 滋L配制
好的药物原液加入到 2 mL 培养基中使其浓度为
10 滋mol/L；bosutinib 组吸取 1 滋L 配制好的药物原
液加入到 2mL培养基中使其浓度为 5 滋mol/L；联合
用药组于实验开始前使用 bosutinib 预处理细胞
24 h，弃去培养基，用 PBS缓冲液洗 3 次后加入新
的培养基，同时吸取两种药物加入到培养基中，48 h
后弃去含有药物的培养基，用 PBS缓冲液洗 3次，
每孔加入 1 mL DMSO和 0.5 滋L Mito-TrackerRed线
粒体探针混合液，放入细胞培养箱中孵育 20 min，
用 4%多聚甲醛固定细胞 30 min，用 PBS缓冲液置
于摇床上洗 3次，加入 0.3% Trition-100透化细胞
15 min，PBS缓冲液洗 3次，加入山羊血清于 37益敷
箱中封闭 30 min；以 1 颐 50的比例稀释 TERT抗体，
在 4益冰箱中孵育过夜；PBS缓冲液洗 3次后以 1 颐 1
000比例配制 AlexaFlour488抗体稀释液，室温孵育
1 h后 PBS缓冲液洗 3次，滴加 DAPI封片剂即可置
于荧光显微镜下拍摄。

1.2.6 ROS含量检测实验 取对数生长的 BGC823
细胞铺于 6孔板中，使其细胞密度在 70%左右，分
为 DMSO、10 滋mol/L erastin、5 滋mol/L bosutinib及联
合使用两种药物组。分组方法同“1.2.5”。联合用药
组 48 h后弃去含有药物的培养基，每孔加入 1.5 mL
DMEM，按照 1 颐 500 比例加入 DCFH-DA 荧光探
针，置于 37益细胞培养箱中孵育 20 min，用 PBS缓
冲液冲洗 3次后，置于荧光显微镜下拍照。
1.2.7 MDA含量检测实验 取对数生长的BGC823
细胞铺于 10 cm皿中，加药处理 48 h，胰酶消化细
胞，用 PBS洗 1次，加入 300 滋L PBS吹匀细胞沉淀，
反复冻融 2次后置于冰上 5 min，4益 10 000伊g离心
10 min，取 200 滋L上清加入相应试剂，放入 95益水
浴锅 80 min，将试管冷却至室温后 4 000 r/min离心
10 min，取 100 滋L上清于 96孔板中，设置 3重复，
使用酶标仪检测 532 nm处吸光度。
1.2.8 亚铁离子含量检测实验 取对数生长期的

BGC823细胞铺于 6 cm皿中，分为 DMSO、10 滋mol/L
erastin、5 滋mol/L bosutinib及联合使用两种药物组。
待细胞贴壁后 DMSO组加入 3 滋L DMSO；erastin组
吸取 3 滋L药物原液加入到培养基中；bosutinib组吸
取 1.5 滋mL药物原液加入到培养基中；联合用药组

于实验开始前使用 bosutinib预处理细胞 24 h，弃去
培养基，PBS缓冲液洗 3次后加入新的培养基，同时
吸取两种药物加入到培养基中，48 h后弃去含有药
物的培养基，胰酶消化细胞离心后弃液，加入试剂

盒中的试剂一，充分混匀后放置在冰盒上裂解 10 min，
15 000伊g离心 10 min，取上清液 80 滋L加入 96孔
板中，再加入试剂二 80 滋L、试剂三 80 滋L，拍打混匀
置于 37益敷箱孵育 10 min，在酶标仪 593 nm处测
定 OD值，通过计算得到细胞中亚铁离子含量。
1.2.9 CCK-8实验 取对数生长的 BGC823细胞接
种于 96孔板中分为DMSO、10滋mol/Lerastin、5 滋mol/L
bosutinib 及联合使用两种药物组。待细胞贴壁后
DMSO 组加入 0.2 滋L DMSO；erastin 组吸取 0.2 滋L
配制好的药物原液加入到培养基中；bosutinib组吸
取 0.1 mL配制好的药物原液加入到培养基中；联合
用药组于同时吸取两种药物加入到培养基中，检测

吸光度之前更换含有 10%胎牛血清的 DMEM培养
基 100 滋L并加入 10 滋L CCK-8溶液，置于细胞培养
箱中孵育 1 h。于 0、24、48、72、96 h检测细胞 450 nm
处的吸光值，使用 GraphPad软件绘制其生长曲线。
1.2.10 划痕实验 取对数生长的 BGC823细胞铺
满 6孔板，分为 DMSO、10 滋mol/L erastin、5 滋mol/L
bosutinib及联合使用两种药物组。待细胞贴壁后，用
移液枪枪头在 6孔板内划痕并在显微镜下拍照记录
0 h细胞状态，拍照后将培基换成无血清的 DMEM，
DMSO组加入 2 滋L DMSO；erastin组加入 2 滋L药物
原液；bosutinib组加入 1 滋L药物原液；联合用药组
同时吸取两种药物加入，于 24、48 h在显微镜下拍
照记录细胞状态，使用 Iamge J进行数据处理分析。
1.3 统计学处理 通过 GraphPadPrism9.0 进行数
据分析和作图。所有实验均已重复 3次，数据符合
正态分布，采用 t检验进行差异分析，P<0.05为差异
具有统计学意义。

2 结果

2.1 铁死亡发生时 TERT向线粒体转位 蛋白质

印迹实验结果显示，与 DMSO 组相比，使用 erastin
处理细胞 48 h后 BGC823细胞内 GPX4（t=15.30，
P<0.001）、SLC7A11（t=5.228，P<0.01）蛋白表达量
明显降低，TERT 蛋白表达量也降低（t=3.682，P<
0.05）。分离线粒体进行蛋白质印迹检测，结果显示，
在 erastin处理后，线粒体中 TERT蛋白含量明显升
高（t=6.736，P<0.001），见图 1。免疫荧光实验结果显
示，与 DMSO 组相比，加入 erastin 处理细胞后，
TERT更多的定位在线粒体上（图 2A）。
2.2 抑制 TERT向线粒体转位后铁死亡发生情况
使用 bosutinib 处理细胞来抑制酪氨酸磷酸化，从
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图 1 Erastin处理细胞后总蛋白中 GPX4、TERT蛋白水平变化及线粒体中 TERT蛋白水平变化
Fig.1 Changes of GPX4 and TERT protein levels in total proteins and TERT protein levels in mitochondria of cells treated by erastin

注：A：蛋白质印迹实验检测 erastin处理后总蛋白中 SLC7A11、TERT、GPX4蛋白水平；B：3次蛋白质印迹统计分析结果；C：erastin处理后线
粒体中 TERT蛋白水平变化；D：3次蛋白质印迹统计分析结果；SLC7A11：溶质载体家族 7成员 11；TERT：端粒酶逆转录酶；GPX4：谷胱甘肽过
氧化物酶 4；**P<0.01；***P<0.001
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图 2 使用 bosutinib处理细胞抑制 TERT向线粒体转位后铁死亡相关指标变化情况
Fig.2 Changes of iron death related indicators after inhibition of TERT translocation to mitochondria in cells treated by bosutinib

注：A：免疫荧光实验检测用 5 滋mol/L bosutinib、10 滋mol/L erastin 处理后 TERT 定位在线粒体的情况；B：5 滋mol/L bosutinib、10 滋mol/L
erastin处理后，检测 BGC823细胞内 ROS水平；C：3次 ROS检测实验统计学结果；D：5 滋mol/L bosutinib、10 滋mol/L erastin处理后，检测 BGC823
细胞内MDA水平 3次实验统计学结果；E：5 滋mol/L bosutinib、10 滋mol/L erastin处理后检测 BGC823细胞内 Fe2+水平 3次实验统计学结果；ROS：
活性氧簇；MDA：丙二醛；*P<0.05；**P<0.01

而抑制 TERT向线粒体转位，免疫荧光实验表明，与
单独使用 10 滋mol/L erastin处理组相比，同时使用
5 滋mol/L bosutinib和 10 滋mol/L erastin处理细胞后，
TERT更多的定位在细胞核上（图 2A）。检测铁死
亡相关指标发现，与 DMSO组相比，加 10 滋mol/L

erastin 处理组 ROS、MDA、Fe2+水平均升高，同时使

用 5 滋mol/L bosutinib 和 10 滋mol/L erastin 处理后，
细胞 ROS（t =4.109，P<0.05）、MDA（t =6.491，P<
0.01）、Fe2+（F=9.703，P<0.01）水平升高更明显（图
2B~E）。
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图 3 Bosutinib及 erastin处理后各组细胞生长、增殖情况
Fig.3 Growth and proliferation of cells in each group after treatment of bosutinib and erastin

注：A：CCK8实验检测 5 滋mol/L bosutinib、10 滋mol/L erastin处理后 BGC823细胞生长增殖情况；B：划痕实验检测 5 滋mol/L bosutinib、10 滋mol/L
erastin处理后 BGC823细胞迁移能力变化；C：3次划痕实验统计分析结果；*P<0.05
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2.3 联合使用 erastin及 bosutinib处理后各组细胞
增殖、迁移情况 CCK-8 实验结果表明，与 DMSO
组相比，10 滋mol/L erastin处理组和 5 滋mol/L bosu原
tinib组细胞增殖能力降低，联合使用 5 滋mol/L bo原
sutinib和 10 滋mol/L erastin处理后，细胞生长、增殖

能力进一步降低（F=4.706，P<0.05）。划痕实验结果
表明，与 DMSO组相比，10 滋mol/L erastin处理组和
5 滋mol/L bosutinib 组细胞迁移能力降低，联合用
药组细胞迁移能力进一步降低（t=4.631，P<0.05），见
图 3。

3 讨论

全球每年有超过 100万的胃癌新病例，其总死
亡率仅次于肺癌和结直肠癌[1]。手术和化疗仍是治

疗胃癌的主要方式，特别是对于早期胃癌，传统治

疗方式还包括放疗、粒子治疗、免疫治疗、靶向治疗

和综合治疗[2-3]。然而，胃癌通常在早期无症状，并且

在诊断时已达到晚期，转移性胃癌的预后较差，接

受最佳支持治疗的患者中位生存期为 3耀4个月，接
受联合化疗的患者为 11个月[14]。

Erastin诱导的细胞死亡也称为铁死亡，其特征
是细胞内 ROS水平增加，氧化还原状态失衡，脂质
过氧化物在细胞膜上积累，导致随后的膜破裂和细

胞铁死亡[9]。近年来，铁死亡在包括肠缺血、炎症性

肠病、胃癌和结肠直肠癌在内的胃肠道疾病发生中

的作用方面取得了巨大的进展，可为临床治疗提供

新的治疗靶点[15-16]。铁死亡涉及的各类肿瘤研究包

括：实验试剂如 erastin和 RSL3；FDA批准的药物如
索拉非尼、柳氮磺胺吡啶、他汀类药物和青蒿素；电

离辐射和细胞因子如干扰素 酌和转化生长因子 茁1，

均可诱导铁死亡并抑制肿瘤生长[10，14]。通过铁死亡

克服耐药性正在成为一种潜在的癌症疗法。本文通

过使用 erastin 诱导胃腺癌 BGC823细胞发生铁死
亡来抑制胃癌的生长增殖，通过铁死亡指标蛋白

GPX4、SLC7A11 蛋白含量降低来证明细胞发生了
铁死亡，由于胃癌是端粒酶阳性细胞系，在铁死亡

发生时检测到端粒酶 TERT蛋白含量降低。
端粒酶的典型功能是维持分裂细胞中的端粒

长度。此外，端粒酶蛋白 TERT具有非典型端粒酶功
能，例如转位至线粒体，导致氧化应激、DNA损伤和
细胞凋亡减少[17-18]。线粒体作为细胞内能量产生的

枢纽，也负责体内铁代谢和稳态并且是细胞内 ROS
的主要生产者[8]。铁死亡发生时伴随着氧化应激的

发生，erastin处理细胞后检测到细胞中 ROS水平升
高，TERT在氧化应激条件下的核输出由 Src激酶触
发[7，19-20]。本研究通过免疫荧光实验检测到在铁死亡

发生时 TERT由向线粒体进行转位以保护细胞，抵
抗铁死亡的发生。Bosutinib是一种强效的双重 SRC/
ABL激酶抑制剂，临床上获批用于对既往治疗耐药
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和（或）不耐受的费城染色体阳性慢性髓性白血病

（CML）成人[21]。有文献报道，bosutinib可抑制 TERT由
细胞核向线粒体转位，进一步升高肿瘤细胞中 ROS
水平并引发细胞死亡[22-24]。本研究发现，在 erastin诱
导的铁死亡发生时，胃癌细胞 BGC823 通过TERT
向线粒体转位来实现自我保护，从而抵抗铁死亡的

发生。在使用 bosutinib预处理细胞以抑制 TERT向
线粒体转位后，再加入 erastin可诱导细胞发生铁死
亡，与 erastin组相比，联合用药组 TERT定位于线
粒体减少，铁死亡相关指标 ROS、MDA、Fe2+水平升

高，说明抑制 TERT向线粒体转位可以增强铁死亡
的发生。联合使用 erastin及 bosutinib组检测与单独
使用 erastin组相比，BGC823细胞增殖、迁移能力进
一步降低。

综上所述，erastin诱导铁死亡发生时 TERT向
线粒体转位，从而抵抗铁死亡的发生，联合使用

erastin 和 TERT 转位抑制剂 bosutinib 会导致胃癌
细胞增殖、迁移进一步被抑制，从而促进铁死亡的

发生，为临床治疗端粒酶阳性癌症如胃癌提供思路。
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