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摘 要: 为了构建出表达新布尼亚病毒( SFTSV) Gn 基因的重组 5 型腺病毒，试验根据 GenBank 上发表的 SFTSV Gn 基

因序列( 登录号为 ADZ04482. 1) 设计合成引物，采用特异性 PCＲ 方法在 Gn 基因前添加了 KOZAK 序列和 tPA 信号肽

序列; 然后通过酶切、连接等方法构建重组穿梭质粒 PGA－KOZAK－tPA－Gn，与腺病毒骨架质粒 pAd5－ΔE1ΔE3－5E4
在 BJ5183 感受态细胞中进行同源重组，得到重组腺病毒质粒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn，用 PacⅠ 酶酶切重组腺病毒质

粒，并将线性化的质粒转染至 HEK 293 细胞中进行病毒包装、扩繁和纯化; 采用 PCＲ 扩增、Western－blot 等技术检测病

毒基因的表达情况，并测定重组腺病毒效价。结果表明: 通过 PCＲ 扩增获得了 1 546 bp 的 KOZAK－tPA－Gn 基因，并

成功构建了重组穿梭质粒; SFTSV Gn 基因在重组腺病毒传代过程中稳定存在; 重组腺病毒在 HEK 293 细胞中表达出

分子量约为 61 ku 的 SFTSV Gn 蛋白; 测得重组腺病毒效价为 1×10－7. 63 /0. 1 mL TCID50。说明试验成功构建出表达

SFTSV Gn 基因的重组 5 型腺病毒。
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Abstract: In order to construct a recombinant adenovirus type 5 expressing the novel Bunia virus ( SFTSV) Gn gene，primers were designed
and synthesized based on the SFTSV Gn gene sequence published in GenBank ( ADZ04482. 1) ，and the KOZAK sequence and tPA signal
peptide sequence were added to the Gn gene by specific PCＲ method． Then，a recombinant shuttle plasmid PGA－KOZAK－ tPA－Gn was
constructed by enzyme digestion and ligation，and homologous recombination with the adenovirus skeleton plasmid pAd5－ΔE1ΔE3－5E4 was
performed in BJ5183 receptor cells to obtain the recombinant adenovirus plasmid rAd5－KOZAK－tPA－Gn． The recombinant adenovirus plasmid
was cleaved using Pac Ⅰ enzyme，and the linearized plasmid was transfected into HEK 293 cells for virus packaging，propagation，and
purification． PCＲ，Western－ blot and other techniques were used to detect the expression of viral genes，and the titer of the recombinant
adenovirus was determined． The results showed that 1 546 bp KOZAK－tPA－Gn gene was obtained by PCＲ amplification，and the recombinant
shuttle plasmid was successfully constructed． SFTSV Gn gene was stable during the passage of recombinant adenovirus． Ｒecombinant adenovirus
expressed SFTSV Gn protein with molecular weight of 61 ku in HEK 293 cells． The titer of the recombinant adenovirus was measured to be
1×10－7. 63 /0. 1 mL TCID50 ． These results indicated that recombinant adenovirus type 5 expressing SFTSV Gn gene was successfully constructed．
Keywords: new Bunya virus; Gn gene; recombinant adenovirus type 5; plasmid construction; HEK 293 cells

发热伴血小板减少综合征( SFTS) 是新布尼亚病
毒( Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus，
SFTSV) 感染引起的一种新的人兽共 患 传 染 病［1］。
SFTS 主要表现为高热、血小板减少、出血、神经系统
异常 等 症 状，严 重 时 导 致 多 器 官 衰 竭［2－3］。目 前，

SFTSV 主要通过长角血蜱进行传播［4］，但其终宿主
尚不清楚。近年来，从许多种动物如狗、羊、牛、老鼠、
猎豹 等 体 内 检 出 了 SFTSV 基 因 和 抗 体［5－6］，说 明
SFTSV 在动物中具有广泛的传染性。此外，流行病学
调查结果显示，家畜可能是 SFTSV 的中间宿主，通过

蜱虫叮咬及接触家畜血液或分泌物等途径传播给人
类［7－8］。SFTS 是一种新兴的蜱传疾病，严重威胁着

人类和动物的生命安全。因此，研发针对 SFTSV 的
人畜共用疫苗迫在眉睫。

SFTSV 是一种直径为 80 ～ 100 nm 的包膜 ＲNA
病毒，由 3 个片段( L 段、M 段、S 段) 组成。L 段编
码 ＲNA 依赖性 ＲNA 聚合酶; M 段编码一种糖蛋白前
体，其通过水解产生 Gn 和 Gc 糖蛋白; S 段分别编码
结构蛋白和非结构蛋白［9－10］。Gn 和 Gc 糖蛋白能够

通过与宿主细胞表面受体结合增强病毒的黏附和侵
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入能力［11］。Wu Y．等［12］研究发现，SFTSV Gn 蛋白含
有中和抗体识别位点，可以诱导机体产生中和抗体。
此外，SFTS 患者血液中存在 SFTSV Gn 特异性抗体
IgG，并且 SFTSV Gn 蛋白中和抗体与病情预后密切
相关［13］。J． E． Kwak 等［14］研究发现，SFTSV 的 Gn、
Gc、N、NS 和 ＲdＲp 等多个基因的 DNA 疫苗能够诱
导机体 产 生 免 疫 应 答，产 生 中 和 抗 体，从 而 预 防
SFTSV 感染引起的死亡。单剂量共表达狂犬病病毒
( ＲABV) 糖蛋白和 SFTSV Gn 蛋白的重组复制缺陷型
5 型人腺病毒疫苗诱导了针对 SFTSV 和 ＲABV 的中和
抗体，并降低了脾脏病毒载量［15］。因此，SFTSV Gn 蛋
白可能具有作为新型 SFTSV 疫苗的潜在候选分子。

目前，针对 SFTSV 的特效药物和成熟疫苗尚未
问世，因此迫切需要开发一种安全、稳定、高效的新型
SFTSV 疫苗。由于腺病毒具有稳定性好、外源 DNA
容量大、宿主范围广等优势，本试验通过在 SFTSV Gn
基因编码区引入 KOZAK 序列和 tPA 信号肽序列，成
功构建编码 SFTSV Gn 蛋白的重组腺病毒质粒，并将
其转染至 HEK 293 细胞中，以期获得表达 SFTSV Gn
基因的重组 5 型腺病毒，为研制新型 SFTSV 疫苗奠
定基础。

1 材料

1. 1 质粒、菌株和细胞
Top10 感 受 态 细 胞、JM110 感 受 态 细 胞、XL1 －

Blue 感受态细胞，均购自上海唯地生物技术有限公
司; 腺病毒骨架质粒 pAd5－ΔE1ΔE3－5E4、穿梭质粒
PGA－CAＲ、HEK 293 细胞及 BJ5183 感受态细胞，均
由南京第二医院实验室提供。
1. 2 主要试剂

限制性内切酶 HindⅢ、KpnⅠ、XbaⅠ、BstZ17Ⅰ、
SgＲAⅠ、ClaⅠ和 PacⅠ，均购自美国 NEB 公司; T4
DNA 连接酶，购自南京诺维赞生物科技有限公司; LB
肉 汤、Taq DNA 聚 合 酶、WB 一 抗 二 抗 去 除 液、
QuickShuttle－293，均购自南京普诺恩生物技术有限
公司; SFTSV Gn 多 克 隆 抗 体、辣 根 过 氧 化 物 酶
( HＲP) 标记的山羊抗兔 IgG ( H+L ) 抗体、GAPDH
rabbit pAb，均由博奥龙生物科技有限公司提供; 琼脂
糖凝胶 DNA 回收试剂盒，购自广州美基生物科技有
限公司; LB 营养琼脂平板( 含 amp) ，购自索莱宝生物
科技有限公司; DMEM 培养基，购自赛维尔生物科技
有限公司。
1. 3 主要仪器

梯度 PCＲ 仪 ( 型号为 BIO－ＲAD－T100 ) ，购自美
国应用生物系统公司; 蛋白电泳槽 ( 型号为 DYCZ－
24EN) ，购自美国 Bio－Ｒad 公司; Touch Imager 接触
式化学发光成像系统( 型号为 AGP2341Y02) ，购自易
孛特生命科学( 上海) 有限公司; CO2 培养箱( 型号为

STEＲZ－ CYCLEi160 ) 、高 速 冷 冻 离 心 机 ( 型 号 为
LYWX6000) ，均购自美国 Thermo Fisher Scientific 公
司; 恒温培养振荡器( 型号为 ZWY－100D) ，购自上海
智城分析仪器制造有限公司; 倒置荧光显微镜( 型号
为 TS2－PL) ，购自尼康公司; 水浴锅( DX－8D) ，购自
精宏实验设备有限公司; 紫外分光光度计 ( 型号为
6136BM300848) ，购自艾本德( 上海) 国际贸易有限
公司。

2 方法

2. 1 基因的合成与引物的设计
根据 GenBank 中 SFTSV Gn 基因序列( 登录号为

ADZ04482. 1) ，试验截取了 SFTSV Gn 基因的开放阅
读框序列，委托金斯瑞生物科技股份有限公司合成
SFTSV Gn 基因。利用 SnapGene 软件设计引物，在
Gn 基因的上游引物 5'端添加含有 47 个碱基的部分
tPA 信号肽序列; 在 tPA－Gn 基因的上游引物 5'端添
加 6 个碱基的 KOZAK 序列和 52 个碱基的部分 tPA
信号肽序列，并进行 PCＲ 扩增获得 KOZAK－tPA－Gn
基因; 在 KOZAK－tPA－Gn 基因的上游引物5'端添加
限制性内切酶 HindⅢ的酶切位点，在 KOZAK－tPA－
Gn 基因的下游引物 5'端添加限制性内切酶 XbaⅠ的
酶切位点，并都在 5'端添加保护碱基 GC。所有引物
均由北京擎科生物科技股份有限公司合成，引物信息
见表 1。
2. 2 KOZAK－tPA－Gn 基因的 PCＲ 扩增

用 tPA－F1 和 tPA－Ｒ1 引物特异性扩增 SFTSV
Gn 基因，经琼脂糖凝胶电泳分析后，用琼脂糖凝胶
DNA 回收试剂盒纯化目标片段; 将带有部分 tPA 信
号肽基因序列的 tPA－Gn 基因利用 tPA－F2、tPA－Ｒ2
引物进行特异性 PCＲ 扩增，再以回收的扩增产物为
模板，以 F－HindⅢ和 Ｒ－XbaⅠ为引物进行 PCＲ 扩
增。PCＲ 扩增体系( 总体积为 25 μL) : 5 × SF Buffer
5 μL，模板 DNA 0. 5 μL，上下游引物各 1 μL，Phanta
Super － Fidelity DNA Polymerase 0. 5 μL，DEPC 水
17 μL。PCＲ 扩增程序: 95 ℃ 预变性 3 min; 95 ℃ 变
性 8 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，共 30 个循环;
72 ℃再延伸 10 min; 4 ℃ 保存。对 KOZAK－tPA－Gn
基因进行纯化回收，检测浓度并置－20 ℃ 冰箱中保
存，备用。
2. 3 重组穿梭质粒 PGA－KOZAK－tPA－Gn 的构建
及酶切鉴定

为了构建重组穿梭质粒 PGA－KOZAK－tPA－Gn，

使用限制性内切酶 HindⅢ和 XbaⅠ分别对 PGA－
CAＲ 穿梭质粒和 KOZAK－tPA－Gn 基因进行双酶切，

并通过琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收带有黏性末
端的酶切质粒和目的片段，用紫外分光光度计测定酶
切质粒和目的片段的浓度。然后，用 T4 DNA 连接酶

·9·



2024( 09) : 8－12，17 试验研究

于16 ℃对目的片段与 PGA－CAＲ 酶切质粒进行连接
过夜。连接成功后将重组穿梭质粒转化至 Top10 感
受态细胞中，在 LB 营养琼脂平板( 含 amp) 中培养。
最后，扩增连接成功的重组穿梭质粒，并从 LB 营养

琼脂平板( 含 amp) 中筛选单克隆菌落，转移到含 3 ～
4 mL LB 肉汤的 15 mL 离心管中，置37 ℃ 恒温培养
振荡器中以 220 r /min 过夜培养，提取质粒，并进行
酶切和核酸凝胶电泳鉴定。

表 1 引物信息

Table 1 Primer information

基因
引物

名称
引物序列

预扩增片段

大小 /bp
退火温

度 /℃

tPA－Gn
tPA－F1

5' －TGCTGTGTGGGGCTGTGTTCGTGTCCCCTAGCCAGGAGATCCACGCGACCGGT-
ATGGACTCGGGCCCAATCA－3'

tPA－Ｒ1
5'－TTTGTAATCAATATCATGATCCTTGTAGTCTCCGTCGTGGTCCTTATAGTCG-
CTAGCATATCCAAGGAGGATGACAAT－3'

1 448 62

KOZAK－tPA－Gn
tPA－F2

5' － AATTCCTGCAGGCCTCGAG GCCACC

ATGGACGCCATGAAACGGGGCCTGTGC-TGTGTCCTCTTGCTGTGTGGGGCTG－3'

tPA－Ｒ2
5' － CGGCGCGCCGGCCCTCGATTAATGATGATGATGATGGTGCCCGGGCTTAT-
CGTCATCGTCTTTGTAATCAATATCATGATCCTTGTAG－3'

1 570 75

KOZAK－tPA－Gn
F－HindⅢ
Ｒ－XbaⅠ

5'－GCAAGCTTGCCACCATGGACGCCATGAA－3 '
5'－GCTCTAGAATGATGATGATGATGGTGCC－3'

1 546 60

注: 斜体部分为部分 tPA 信号肽序列，方框部分为 KOZAK 序列，下画线部分为酶切位点。

2. 4 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 的构建、包
装、纯化及 PCＲ 鉴定

对重组穿梭质粒 PGA－KOZAK－ tPA－Gn 进行
Bstz17 Ⅰ和 SgＲAⅠ双酶切并回收，同时对腺病毒骨
架质粒 pAd5－ΔE1ΔE3－5E4 进行 ClaⅠ酶切并回收;

将这些片段转化至 BJ5183 感受态细胞内进行同源重
组，在转化后涂于 LB 营养琼脂平板( 含 amp) 上，置
37 ℃、CO2 培 养 箱 中 培 养; 提 取 重 组 腺 病 毒 质 粒
rAd5－KOZAK － tPA －Gn，将质粒继 续 转 化 至 XL1 －
Blue 感受态细胞中进行质粒扩增，提取重组腺病毒
质粒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 并送北京擎科生物科技
股份有限公司测序验证。用限制性内切酶 PacⅠ酶
切重组腺病毒质粒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn，回收并纯
化线性化质粒; 采用脂质体法将 rAd5－KOZAK－tPA－
Gn 质粒转染到 HEK 293 细胞中，每隔 5 d 观察细胞
状态，若细胞出现明显病变，收集细胞和上清液，收获
重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn; 吸取上清液，用
其感染 6 孔板中密度达到 90%～100%的 HEK 293 细
胞，以获得第 1 代病毒; 用反复冻融后的上清液( 第 1
代) 继续感染 10 cm 培养皿中密度为 90%的 HEK 293
细胞，得到第 2 代和第 3 代病毒; 将第 3 代病毒上清液
在液氮和 37 ℃水浴锅中反复冻融 3 次，采用氯化铯密
度梯度离心法纯化腺病毒; 以第 3 代病毒的 DNA 为模
板、tPA－F2 和 tPA－Ｒ2 为特异性引物，通过 PCＲ 方法
验证 KOZAK－tPA－Gn 基因是否能在病毒传代增殖过
程中稳定存在。PCＲ 扩增体系和程序同 2. 2。
2. 5 效价的测定

用 DMEM 培养基稀释纯化及脱盐后的病毒液，

稀释倍数为 1×101 ～ 1×1010 倍，取 96 孔细胞培养板，

将 100 μL 相同稀释倍数的病毒液依次添加到每列
8 个孔中，最后两列加入 DMEM 培养基作为阴性对
照; 以 DMEM 培养基为稀释液稀释 HEK293 细胞，使

每 100 μL 悬浮液中含 2×104 个细胞，在 96 孔细胞培
养板的第 1 ～ 10 列中加入 100 μL 细胞悬浮液，置
37 ℃、CO2 培养箱中培养 3 ～ 7 d，每天记录细胞的病
变情况，然后采用 Karber 法计算病毒效价。
2. 6 Western－blot 检测

用重 组 腺 病 毒 rAd5 － KOZAK － tPA － Gn 感 染
HEK 293 细胞( 重组腺病毒感染组) ，48 h 后提取
细 胞 蛋 白，以 SFTSV Gn 多 克 隆 抗 体 作 为 一 抗、
HＲP 标记的羊抗兔 IgG( H+ L) 抗体作为二抗进行
Western－blot 检测; 以 pAd5－ΔE1ΔE3－5E4 感染的
HEK 293 细胞和正常 HEK 293 细胞作为阴性对照
组 1 和 2。

3 结果与分析

3. 1 KOZAK－tPA－Gn 基因的 PCＲ 扩增
以 SFTSV Gn 基因作为模板，使用表 1 中的引物

进行 PCＲ 扩增，再以纯化的扩增产物为模板，通过特
异性 PCＲ 方法扩增出含有完整 KOZAK 序列和 tPA
信号肽序列的 KOZAK－tPA－Gn 基因。扩增产物经琼
脂糖凝胶电泳分析后，通过对 KOZAK－tPA－Gn 基因
进行特异性 PCＲ 扩增得到一条长度约为 1 546 bp 的
条带( 见图 1) ，与预测结果一致。说明试验成功扩增
出带有 HindⅢ、XbaⅠ 酶切位点的 KOZAK－tPA－Gn
基因。
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M．DL－7 000 Marker; 1．KOZAK－tPA－Gn 基因。

图 1 KOZAK－tPA－Gn 基因的 PCＲ 扩增结果

Fig．1 PCＲ amplification results of KOZAK－tPA－Gn gene

3. 2 重组穿梭质粒 PGA－KOZAK－tPA－Gn 的酶切
鉴定

使用限制性内切酶 HindⅢ和 XbaⅠ对含有酶切
位点的目的序列( KOZAK－tPA－Gn，1 546 bp) 进行双
酶切，得到了带有黏性末端的 KOZAK－tPA－Gn 基因
片段，大小为 1 536 bp。对穿梭质粒 PGA－CAＲ 进行
HindⅢ和 XbaⅠ双酶切，并通过琼脂糖凝胶电泳回收
带有 黏 性 末 端 的 酶 切 质 粒。将 带 有 黏 性 末 端 的
KOZAK－tPA－Gn 基因片段与酶切质粒连接过夜，然
后进行转化与扩增。对获得的重组穿梭质粒 PGA－
KOZAK－tPA－Gn 进行 HindⅢ和 XbaⅠ双酶切，经酶
切后得到 2 个大小分别为 1 536 bp 和 7 522 bp 的条
带( 见图 2) ，与预期结果相符。

M．DL－7 000 Marker; 1～6．重组穿梭质粒酶切产物;

7．水对照; 8．重组穿梭质粒。

图 2 重组穿梭质粒 PGA－KOZAK－tPA－Gn 的酶切

鉴定结果

Fig．2 Identification result of recombinant shuttle plasmid
PGA－KOZAK－tPA－Gn by enzyme digestion

3. 3 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 的包装、纯
化及目的基因的检测

HEK 293 细胞在转染线性化的腺病毒质粒 10 d
后出现明显的病变。在 90%细胞出现不同程度的病
变时收集病毒，并将其接种于 HEK 293 细胞中进行
传代培养。在细胞传至第 3 代时，经病毒感染 48 h
后均可见不同程度的细胞病变，而未接种重组腺病毒

的细胞结构完好，见图 3。

图 3 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 的包装结果

Fig．3 Packaging results of recombinant adenovirus
rAd5－KOZAK－tPA－Gn

采用氯化铯密度梯度离心法对第 3 代重组腺病毒
进行纯化，分离出纯化的重组腺病毒 rAd5－KOZAK－
tPA－Gn，结果见图 4。

图 4 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 的纯化结果

Fig．4 Purification result of recombinant adenovirus
rAd5－KOZAK－tPA－Gn

用特异性引物tPA－F2、tPA－Ｒ2 对第 3 代重组腺
病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 进行 PCＲ 鉴定，结果( 见
图 5) 扩增出大小为1 570 bp的目的条带，说明目的基
因稳定地存在于腺病毒基因组中。

M．DL－7 000 Marker; 1～4．第 3 代重组腺病毒 PCＲ 产物; 5．水对照。

图 5 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 的 PCＲ 鉴定结果

Fig．5 PCＲ identification results of the target gene of
recombinant adenovirus rAd5－KOZAK－tPA－Gn
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3. 4 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 效价测定
结果

在 96 孔细胞培养板上计算病毒效价，在稀释 1×
101 ～1×106 倍时，所有孔细胞都出现了细胞病变; 稀
释 1×107 倍时有 5 个孔的细胞出现细胞病变，稀释1×
108 倍时有 3 个孔的细胞出现细胞病变，稀释 1×109

倍时有 1 个孔的细胞出现细胞病变，稀释 1×1010倍时
没有细胞出现细胞病变，所以经 Karber 法计算病毒
效价为 1×10－7. 63 /0. 1 mL TCID50。
3. 5 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 表达产物
的 Western－blot 检测

结果见图 6。

1．pAd5－ΔE1ΔE3－5E4 感染的 HEK 293 细胞; 2．正常的 HEK 293 细胞;

3．重组腺病毒感染的 HEK 293 细胞; M．预染的蛋白质 Marker。

图 6 重组腺病毒 rAd5－KOZAK－tPA－Gn 表达产物的

Western－blot 检测结果

Fig．6 Ｒesult of Western－blot detection of recombinant
adenovirus rAd5－KOZAK－tPA－Gn expression products

由图 6 可知，与两个阴性对照组相比，重组腺病
毒感染组观察到约 61 ku 的目的条带。

4 讨论与结论

SFTS 是近年来国内新发现的具有较高死亡率的
人兽共患传染病，我国的病死率为 16. 6%，韩国为
28. 8%，日本为 31%［16－17］。免 疫 是 控 制 SFTS 最 经
济、快捷的手段，因此迫切需要研发一种既能保护高
风险人群，又能有效阻断家畜与宠物传播途径的新型
疫苗。SFTSV Gn 是中和抗体的靶点，是致病机制和
疫苗研究的重点［18－19］。因此，本试验选择 SFTSV Gn
基因作为研究靶点。

SFTSV Gn 基因可在减毒重组痘苗病毒［20］及重
组水疱性口炎病毒［21］中表达，疫苗可诱导小鼠产生
中和抗体，但存在一定的安全隐患。因此，有必要选
择安全的复制缺陷型载体。Ad5 在体内稳定、效价高
且不与宿主基因组结合。Li J． X．等［22］研究发现，用
Ad5 制备的新型冠状病毒疫苗具有较高的免疫原
性。此外，Xu F．等［23］用 Ad5 表达 SAＲS－nCoV－ 2
型刺突蛋白，发现吸入型 Ad5－nCoV 可有效诱导恒
河猴产生抗 SAＲS－nCoV－2 的免疫反应。因此，本

试验选择复制缺陷型 Ad5 作为表达 SFTSV Gn 基因
的载体。

本试验成功构建了表达 SFTSV Gn 基因的重组
5 型腺病毒，并在基因前引入了 KOZAK 序列和 tPA
信号肽序列，通过病毒扩繁和纯化后进行 PCＲ 扩增、
Western－blot 验证，确认重组腺病毒包装成功并表达
了目标 蛋 白，为 其 功 能 和 作 用 机 制 的 研 究 奠 定 了
基础。

然而，尽管本试验在 HEK 293 细胞中成功包装
出了重组腺病毒，但还需要进一步研究其免疫原性和
保护性。未来，可以从动物试验和临床试验入手，以
验证 SFTS 疫苗的安全性和有效性。同时，还需要深
入探究 SFTSV 的感染机制和免疫学特性，以便更好
地了解病毒与宿主之间的相互作用，为 SFTS 的防控
提供科学依据。
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